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Abstract
The object of this work was the investigation of organic films and their in-
teraction with membrane active substances by scanning force microscopy. In
addition to this objective a scanning force microscope was also developed.
The specifications of the device permitted a more detailed investigation of as-
pects of the mapping process and the direct modification of organic films with
the scanning force microscope. As organic films the phospholipids DMPC,
DPPC, POPC, PC and mixtures of them were used. These can be consid-
ered as model for biological membranes. Mixtures of phospholipids allow
the preparation of model membranes which show a gel-liquid-phase separa-
tion and which are sufficiently stable for the application to the investigation
method. Two different preparation methods – vesicle fusion and solution
spreading – were used. The latter method could be adapted for scanning
force microscopy in liquids. For the prepared films alterations of the sur-
face due to interaction with petides and other substances were observed and
their influence on the topography of the model surface was time dependently
mapped. The observations show that the alterations due to interaction with
the peptides starts in the liquid phase regions and propagates over the border
regions into the gel-state areas. By means of a computer simulation selected
aspects of the investigated peptide interaction could be verified.
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Zusammenfassung
Der Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung von organischen Fil-
men und deren Interaktion mit membranaktiven Substanzen mit der Ras-
kraftmikroskopie. Begleitend zur Durchführung dieser Aufgabe wurde ein
Rasterkraftmikroskop entwickelt, dessen technische Ausführung es gestatte-
te, Aspekte der Abbildung und der gezielten Modifikation organischer Filme
mit dem Rasterkraftmikroskop eingehender zu untersuchen. Als organische
Filme fanden Phospholipidfilme aus DMPC, DPPC, POPC, PC und Mi-
schungen aus ihnen Verwendung, welche als Modell für biologische Membrane
betrachtet werden können. Durch Mischungen der Phospholipide ließen sich
Modellmembrane herstellen, welche einerseits für die Untersuchungsmetho-
de ausreichend stabil erwiesen und eine Gel-Flüssigphasenseparation zeigten.
Zwei Herstellungsmethoden für die Filme, die Vesikelfusion und eine Technik,
welche als „solution spreading“ bekannt ist, wurden angewandt. Die letztge-
nannte Methode konnte für die in-situ Abbildung mit dem Rasterkraftmi-
kroskop in Flüssigkeiten adaptiert werden. An den hergestellten Lipidfilmen
sind Veränderungen der Oberfläche durch die Interaktion mit Peptiden und
weiteren Substanzen beobachtet und deren Einfluss auf die Topographie der
Modelloberfläche im zeitlichen Verlauf mit dem Rasterkraftmikroskop abge-
bildet worden. Die Beobachtungen zeigten, dass die Interaktion der verwen-
deten Peptide zu einer in den flüssigen Regionen des Filmes beginnenden
Veränderung führen, welche sich auch von den Rändern her in die Berei-
che im Gelzustand fortsetzt. Mit Hilfe einer Simulation konnten ausgewählte
Aspekte der untersuchten Wechselwirkung der Peptide mit der Modellmem-
bran nachvollzogen werden.
Schlagwörter:
AFM, Lithographie, Phospholipide, Lipidfilme, Solution Spreading, Peptide
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„Mir hilft der Geist! auf einmal seh ich Rat
Und schreibe getrost: Im Anfang war die T a t!“
Goethe
für Nildete Fatima, meine Frau
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Kapitel 1
Zielstellung
Die Raster-Kraft-Mikroskopie [1] hat sich als effektive Methode der Erfor-
schung von Oberflächen in verschiedenen Bereichen der Forschung etabliert
und erlaubt topographische Abbildungen bis in den Sub-Nanometerbereich.
Aufgrund ihres Funktionsprinzips stellt sie weitherhin die Möglichkeiten be-
reit, physikalische Eigenschaften auf Nanometerskale zu messen, zu analy-
sieren, zu quantifizieren und Oberflächen einschließlich ausgewählter Objek-
te darauf zu manipulieren [2, 3, 4, 5]. Die Raster-Kraft-Mikroskopie liefert
Informationen, welche auf dieser Skale nur schwer oder gar nicht durch an-
dere Mikroskopieverfahren zu gewinnen sind. Dieses können u.a. viskoelas-
tische [6, 7, 8, 9, 10], magnetische [11, 12] und elektrische Eigenschaften
[13, 14, 15, 16] oder auch die Stärke intermolekularer Kräfte, z.B. spezifi-
scher Antikörperwechselwirkungen [17, 18], sein. Damit ergänzt die Raster-
Kraft-Mikroskopie andere Mikroskopieverfahren, wie z.B. Rasterelektronen-
und Rastertunnelmikrospie.
Eine Reihe von spezialisierten Arbeitsmodi des Raster-Kraft-Mikroskops
wurden entwickelt, welche ihrerseits auch das Potenzial der Methode Raster-
Kraft-Mikroskopie dokumentieren. Sie ermöglichen die Abbildung unter den
sehr verschiedenen Umgebungsbedingen in Vakuum, an Luft und in Flüssig-
keiten. Gerade wegen dieser Vielseitigkeit fand die Methode u.a. auch eine
große Anwendung bei der Untersuchung biologischer Objekte. Hier handelt
es sich naturgmäß um vergleichsweise weiche Oberflächen, welche an Luft
oder in Flüssigkeiten untersucht werden müssen. Die Komplexität der Syste-
me oder auch das natürliche Vorkommen (z.B. nicht fixiert an Oberflächen)
erfordern häufig eine Modellbildung, bei der einzelne Fragestellungen her-
ausgegriffen und durch die Untersuchung mit dem Raster-Kraft-Mikroskop
hinterfragt werden.
Topographische Abbildungen von Objekten unter den Bedingungen an
Luft und in Wasser gehören seit vielen Jahren zu den Möglichkeiten der
1
2Arbeit mit dem Raster-Kraft-Mikroskop. Dennoch steht die Interpretation
der gewonnenen Messdaten weiterhin im Mittelpunkt verschiedener Untersu-
chungen, denn das scheinbar einfache Funktionsprinzip des Raster-Kraft-Mi-
kroskops erweist sich wegen der großen Anzahl von möglichen Wechselwir-
kungen als weiterhin spannend und sehr komplex. Primär liefert die Abbil-
dung mit dem Raster-Kraft-Mikroskop durch eine hohe Zahl von Einzelmes-
sungen eine topographische Information der Kraftwechselwirkung der Mess-
spitze mit dem untersuchten Ausschnitt der Probenoberfläche. Die Dynamik
einer Reaktion oder der Interaktion der Oberfläche mit der Umgebung wird
in einer Sequenz von Abbildungen durch Änderungen an der Topographie
sichtbar. Phaseninformationen in den dynamischen Modi können bei der In-
terpretation der gewonnenen Abbildungen helfen.
Eine Herausforderung bei der Arbeit an sensiblen Oberflächen ist es, Ver-
änderungen durch den Messprozess zu vermeiden, was durch die Anwendung
dynamischer Messmodi realisiert wird. Auf der anderen Seite zeigt sich, dass
die exakte Kontrolle des Abbildungsprozesses auch die Chance zu einer neuen
Anwendung des Raster-Kraft-Mikroskops, der Lithographie auf Nanometers-
kale, führen kann.
Der erfolgreiche Einsatz der Raster-Kraft-Mikroskopie bei biologische Fra-
gestellungen [19, 20, 21, 22] und auf künstlichen Membranen macht diese
Technik auch für angrenzende Forschungsgebiete mit ähnlichen Fragestellun-
gen interessant.
Ziel der Arbeit ist die Möglichkeiten der Anwendung der Raster-Kraft-
Mikroskopie für Fragestellungen in Zusammenhang mit partikulären Trä-
gersystemen (SLN) für Pharmazeutika zu nutzen. Es ist herauszufinden,
wie weit die direkte Untersuchung pharmazeutisch relevanter Objekte mit
dem Raster-Kraft-Mikroskop andere bereits angewandte Untersuchungsme-
thoden, wie z.B. die Rasterelektronenmikroskopie, ergänzen.
Ein Raster-Kraft-Mikroskop ist hierfür zu konzipieren und die Abbil-
dungsmethoden sind hinsichtlich der Untersuchungsobjekte zu qualifizieren.
Ein wesentliches Interesse der Arbeit ist es ebenfalls, eine Interaktion
pharmazeutisch wirksamer Substanzen an Phospholipidmembranmodellen
mit dem Raster-Kraft-Mikroskop zu verfolgen. Verfahren zur günstigen Be-
reitstellung von Modellmembranen dafür müssen für den Einsatz in wässriger
Umgebung unter den Aspekten der Verfügbarkeit, Stabilität und Wiederhol-
barkeit getestet werden.
Interaktion dieser Modellmembrane mit Modellpeptiden, Tensiden und
SLN sollen visualisiert werden.
Kapitel 2
Raster-Kraft-Mikroskopie
Das Raster-Kraft-Mikroskop wurde 1986 durch Binnig, Quate und Gerber
erfunden [1]. Die derzeit vorhandenen vielseitigen Möglichkeiten, topographi-
sche Abbildungen von Oberflächen unter sehr verschiedenen Umgebungsbe-
dingungen herstellen zu können, sind eine Folge einer dynamischen Entwick-
lung von auf dem Grundfunktionsprinzip dieses Gerätes basierender Tech-
niken. Modifikationen des Gerätes und des Messablaufs geben die Möglich-
keit, neben der topographischen Abbildung auch weitere physikalische Eigen-
schaften auf Nanometerskale zu messen, zu quantifizieren oder zu verändern.
Messgrößen können elektrische Potenzialverteilungen oder magnetische oder
viskoelastische Eigenschaften sein. Durch die Eigenschaft des Gerätes, in Va-
kuum, an Luft und in Flüssigkeiten zu arbeiten, ergeben sich für die Unter-
suchung von Oberflächen auf der Nanometerskale völlig neue Perspektiven.
Prozesse können mit hoher räumlicher Auflösung auf Oberflächen beobachtet
werden, wenn durch sie topographische Änderungen verursacht werden oder
andere mit dem Mikroskop erfassbare physikalische Eigenschaften modifiziert
werden.
Die erzielbare Auflösung dieses Mikroskopieverfahrens hängt von sehr vie-
len Paramentern ab und variiert über einen relativ großen Bereich. Unter-
suchungsobjekte können lebende Zellen in wässriger Lösung [23] sein, welche
gewöhnlich eine Ausdehnung auf der Mikrometerskala haben, genauso wie
Oberflächen von Kristallen, welche unter bestimmten Vorraussetzungen in
atomarer Auflösung [24, 25, 26, 27] abgebildet werden.
Das gleiche Gerät hat im Verlauf der Zeit je nach überwiegender Be-
trachtungsart unterschiedliche Bezeichnungen erhalten. Sowohl Raster-Kraft-
Mikroskop, Atom-Kraft-Mikroskop als auch Kraft-Mikroskop einschließlich
ihrer englischsprachigen Komplemente sind gebräuchlich. In dieser Arbeit
wird die Bezeichnung Raster-Kraft-Mikroskop und die Abkürzung RKM ge-
braucht.
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4Abbildung 2.1: Topographische Abbildung eines Ausschnittes eines Insekten-
auges (Fliege) mit dem Raster-Kraft-Mikroskop im dynamischen Modus an
Luft. Die linke Abbildung stellt einige Facetten des Auges dar und besitzt
eine Kantenlänge von 50µm. Die Höhenskale reicht über 5µm. Auf der rech-
ten Seite ist ein Zoom mit einer Kantenläge von 4,1µm in eine der Facetten
dargestellt.
Die grundlegende Funktion des Gerätes ist die Messung von Kräften zwi-
schen einer Messspitze als Sonde und der Oberfläche der Probe. Die Messspit-
ze, oder in Zukunft auch nur Spitze genannt, ist dabei an einen Federbalken
montiert. Die Dimensionen der Spitze und des Federbalkens sind so gefertigt,
dass interatomare und intermolekulare Kräfte gemessen werden können. Die
dabei gemessenen Kräfte liegen hierbei häufig im Pico- und Nanonewton-
bereich. Mit Hilfe einer Positionierungseinrichtung kann die Spitze relativ
zur Probe in alle 3 Raumrichtungen in Sub-Nanometerauflösung positioniert
werden.
Seit der Erfindung des Raster-Kraft-Mikroskops haben sich auf der Basis
des grundlegenden Funktionsprinzips eine Reihe von unterschiedlichen Be-
triebsmodi des Gerätes etabliert, die sich u.a. dahingehend unterscheiden, in
welcher Weise die Spitze über der Probe geführt wird. Beschichtungen der
Spitze können diese auch für zusätzliche Wechselwirkungskräfte (z.B. elek-
trische oder magnetische) sensibilisieren. In den folgenden Abschnitten soll
der Mikroskopaufbau und die für diese Arbeit benutzten Messmodi darge-
stellt werden. Unterscheiden kann man zunächst Modi, welche einen Scan
über eine Fläche ausführen und dabei in bestimmter Weise an vordefinier-
ten Punkten Messwerte sammeln und Modi, bei welchen eher Messdaten an
einer Stelle der Probe gesammelt werden. Eine solche Unterteilung würde
grob zu Flächenscans und Punkt- oder Spektroskopiemodi führen. Eine Mi-
schung stellen der „touch-and-lift-Modus“ [28] und der Adhäsionsmodus [29]
5dar. Wird der Federbalken während der Messungen zu Oszillationen ange-
regt, so kann man eine Unterteilung in dynamische (mit Oszillation) und
quasi-statische (ohne beabsichtigte Oszillation) Messmodi vornehmen. Diese
Einteilung ist nicht für alle existierenden Messmodi erschöpfend, aber er-
möglicht die Unterteilung der für die in den Experimenten zur Anwendung
gekommenen Messmodi.
Eine theoretische Beschreibung der Messmodi ermöglicht erhaltene Mes-
sergebnisse einzuordnen. Eine solche Beschreibung muss viele technische De-
tails berücksichtigen und ebenfalls die lokale Kraftwechselwirkung mit einbe-
ziehen. Vieles dabei kann im regulären Messbetrieb nicht ständig qualifiziert
und quantifiziert werden. Modelle helfen, Messprozesse zu optimieren und
erhaltene Messdaten zu interpretieren.
2.1 Aufbau
Der schematische Aufbau eines Raster-Kraft-Mikroskops, welcher eine Be-
schreibung der Funktionsweise des Gerätes für Abbildungen an Luft und in
Flüssigkeiten ermöglicht, ist in Abbildung 2.2 dargestellt.
Die Grundkomponenten des Gerätes sind: der Kraftsensor (a) mit der
daran befestigten Messspitze (kurz: Spitze), das Positionierungssystem (c)
welches relative Bewegungen zwischen Probe (b) und Spitze in alle 3 Raum-
richtungen ermöglicht und ein Auslenkungsdetektor (d). Ein Probenhalter ist
zur Befestigung des Untersuchungsobjektes (b) vorgesehen. Einige Messmodi
benötigen ein Anregungssystem für Oszillationen des Federbalkens. Dieses
wird durch einen Vibrationspiezo oder durch ein oszillierendes externes Ma-
gnetfeld in Verbindung mit einer magnetischen Beschichtung des Federbal-
kens realisiert. Diese beiden Elemente sind hier nicht abgebildet. Der Vibrati-
onspiezo befindet sich am Befestigungspunkt des Federbalken-Chip während
eine magnetische Beschichtung durch den Hersteller des Federbalkens auf der
Rückseite des Federbalkens aufgebracht wird.
Dieser schematische Aufbau in Abbildung 2.2 ist ausreichend, um in einem
Modell eine Erklärung der Funktionsweise des Gerätes (Abschnitt 2.1.5 ff.)
unabhängig der vielen technischen Details zu geben. In die technische Reali-
sation fließen noch eine Anzahl weiterer weiterer Aspekte, wie z.B. die Mes-
sumgebung, die Probengröße und -material und auch die verfügbare Mess-
und Regeltechnik, ein.
6Abbildung 2.2: Der schematische Aufbau eines Raster-Kraft-Mikroskops in
einer typischen Zusammenstellung aus Messkopf, DSP und Messwerterfas-
sungscomputer. Die Beschriftung am Messkopf zeigt die Messspitze (a), die
Probe (b), das Positionierungs- (c) und das Auslenkungsdetektionssystem
(d). In diesem Schema angedeutet sind ebenfalls notwendige elektronische
Schaltungen für die Adaption von Signalen zwischen Messkopf und DSP. Der
Computer (PC) dient der Kontrolle durch den Operator und ebenfalls der
Datensammlung und Darstellung. Durch Erweiterungen im DSP lassen sich
nutzerdefinierte Experimente gestalten, welche über die Standardfunktion
hinausgehen.
2.1.1 Kraftsensor und Messspitze
Der Kraftsensor mit daran montierter Messspitze ist ein wesentlicher Be-
standteil eines Raster-Kraft-Mikroskops. Die Abbildung 2.3 zeigt einen Fe-
derbalken in einer Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme. Neben den Dimen-
sionen eines Federbalkens und einer Spitzes zeigt die Abbildung auch einen
Teil des Chipträgers, an welchem die Federbalken gefertigt werden.
Diese Chipträger dienen neben der Halterung des Federbalkens auch der
Montage des Federbalkensensors im RKM.
Die Spitze befindet sich am Ende des Federbalkens und stellt dabei die
Sonde dar, deren Wechselwirkungskräfte mit der Probe gemessen werden
sollen. Offensichtlich ist, dass die Dimension und die Geometrie der Spitze
eine Rolle bei der möglichen Ortsauflösung des RKM spielt. Das Material
7Abbildung 2.3: a) Lichtmikroskopabbildung eines RKM Federbalkens in drei-
eckiger Ausführung mit Chipträger. Chipträger und Federbalken sind aus
Si3N4 gefertigt und rückseitig mit Gold als Reflektor beschichtet. b) REM†-
Abbildung einer Spitze eines Si Federbalkens. In der REM-Abbildung ent-
spricht der Balken einer Länge von 5µm.
der Spitze entscheidet mit darüber, welche Wechselwirkungskräfte gemessen
werden können.
Als Kraftsensoren/Messspitzen (AFM-cantilever) kamen verschiedene
kommerziell erhältliche Federbalken aus unterschiedlichen Materialen und
in unterschiedlichen Geometrien zur Anwendung, wodurch eine Anpassung
an Anforderungen (Federkonstante, Resonanzfrequenz) des Experiments ge-
währleistet war.
2.1.2 Auslenkungsdetektor
Die Kraftwechselwirkung zwischen der Spitze und der Probenoberfläche wird
beim Raster-Kraft-Mikroskop mit Hilfe des Federbalkens gemessen. Im Fall
quasi-statischer Messungen, wie z.B. Kraft-Distanz- oder Kontakt-Modus-
Messungen, wird durch die auftretenden Wechselwirkungskräfte der Feder-
balken aus seiner Ruhelage ausgelenkt. Die quasi-statische Auslenkung selber
gibt für das Experiment eine wesentliche Information.
Im Fall des dynamischen Betriebes wird der Federbalken zu Oszillationen
in oder in der Nähe seiner Resonanz angeregt. Die Wechselwirkung der Spitze
mit der Probe wird das Schwingungsverhalten des Federbalkens verändern.
Für diese Art des Betriebes ist die Auslenkung des Federbalkens eine in der
Anregungsfrequenz zeitlich veränderliche Größe, aus der eine nachgeordne-
te Lock-In Elektronik die Amplitude und die relative Phase der Oszillation
zum Anregungssignal ermitteln muss. Die Amplitude und die Phase dieser
†REM-Abbildung durch S. Rogaschewski, HU-Berlin
8Abbildung 2.4: Die zwei verwendeten Anregungsmechanismen im Vergleich.
Links ist schematisch die Anregung durch ein externes wehselndes Magnetfeld
dargestellt, welches mit der auf der Rückseite des Federbalkens aufgebrachten
magnetischen Schicht interagiert. Rechts ist schematisch die Vibrationssanre-
gung gezeigt. Am Befestigungspunkt des Federbalkens ist ein Vibrationspiezo
angebracht.
Oszillation des Federbalkens werden zu einer wesentlichen Information des
Experiments.
In beiden Betriebesmodi muss die relative Auslenkung des Federbalkens
zur Ruheposition gemessen und weiterverarbeitet werden. Realisiert wurde
das durch ein Lichtzeiger-Detektions-System. Die Anordnung ist so gestaltet,
dass der Federbalken durch einen Lichtstrahl in der Art angeleuchtet wird,
dass der durch den Federbalken reflektierte Strahl auf eine segmentierte Fo-
todiode gelenkt wird. Eine Auslenkung des Federbalkens führt damit zu einer
dann messbaren Positionsänderung des Leuchtflecks auf der Fotodiode. Die
Fotodiode ist relativ zur Ruhelage des Federbalkens fixiert. Das elektronisch
gebildete Differenzsignal aus den Segmenten der Fotodiode gibt damit direkt
eine Messgröße für die Auslenkung des Federbalkens. Eine Messung der ab-
soluten Position des Federbalkens gegenüber der Probe ist mit einer solchen
Anordnung nicht möglich.
2.1.3 Anregungssystem
In verschiedenen dynamischen Messmodi [30, 31, 32] werden Schwingungs-
eigenschaften des Federbalkens für Messungen benutzt. Da der Federbalken
gedämpfte Schwingungen ausführt, ist eine kontinuierliche externe Anregung
notwendig. Die Gestaltung des Anregungssystems, welches aus einer exter-
nen Elektronik und einer Einkopplungsvorrichtung am Federbalken besteht,
hängt von den beabsichtigten Betriebsbedingungen ab. Es wurden zwei ver-
schiedene Systeme für den Betrieb an Luft und in Flüssigkeiten implemen-
tiert.
Eine Anregung des Federbalkens an Luft kann durch einen Vibrations-
9piezo am Aufhängepunkt bewirkt werden. Durch den Vibrationspiezo wird
der Aufhängepunkt des Federbalkens periodisch um den Ruhepunkt bewegt.
In Abschnitt 2.2 wird gezeigt, dass dies im Modell einer periodisch einwir-
kenden externen Kraft an der Spitze des Federbalkens gleichkommt. Verfügt
der Federbalken über eine magnetische Beschichtung, kann auch ein äuße-
res, zeitlich variierendes Magnetfeld zur Anregung einer Schwingung benutzt
werden. Dieses Magnetfeld wird durch eine Spule mit Ferritkern unterhalb
der Probe erzeugt und wechselwirkt direkt mit der Beschichtung und erzeugt
damit eine direkte periodische Kraft an der Spitze des Federbalkens. Ein
Betrieb eines RKM im dynamischen Modus über eine Anregung durch ein
wechselndes Magnetfeld [30, 33] wird als „MAC-mode“‡ bezeichnet. Ein Be-
trieb in diesem Modus ist vorteilhaft für Messungen in Flüssigkeiten, da die
piezomechanische Vibrationsanregung dort eine große Zahl von Scheinreso-
nanzen erzeugt [34, 35, 36, 37].
Die Abbildung 2.5 zeigt im Vergleich drei unter verschiedenen Bedingun-
gen gewonnene Schwingungsspektren von Federbalken. Das rechte Spektrum
2.5a) wurde durch eine Vibrationssanregung in Luft erhalten. Typisch für eine
derartige Situation ist das Auftreten einer stark ausgeprägten Resonanz; hier
bei 330 kHz. Die mittlere Grafik 2.5b) zeigt ein Spektrum, welches durch Vi-
brationsanregung in Wasser hergstellt wurde. Typisch für derartige Spektren
ist der „Wald von Resonanzen“, einer Vielzahl von scheinbaren Resonanzen,
welche für eine Abbildung nicht nutzbar sind. Eine magnetische Anregung
2.5c) hebt dieses Problem auf und zeigt eine für die Schwingung in Wasser
typische Resonanz mit einer großen Resonanzbreite bei im Vergleich zu Luft
kleineren Frequenzen [38].
Beim dynamischen Betrieb an Luft oder in Flüssigkeiten wird der Fe-
derbalken durch einen externen Frequenzgenerator bei einer festen Frequenz
angeregt, die in der Regel in der Nähe der Eigenfrequenz des Federbalkens
liegt. Eine Diskussion der benutzen Messmodi erfolgt in Abschnitt 2.2.2 und
2.3.
2.1.4 Steuerung
Die Steuerung ist ein weiteres zentrales Element in der Funktion eines Ras-
ter-Kraft-Mikroskops, welches entscheidend die Anwendungsmöglichkeiten
des Aufbaus beeinflusst. Raster-Kraft-Mikroskopische Abbildungen entste-
hen durch eine Zusammensetzung einer großen Zahl von Einzelmessungen
am Computer. Die zeitliche und räumliche Koordination dieser Messungen
übernimmt die Steuerung, welche wie im verwendeten Fall als selbststän-
‡kommerziell verwendeter Begriff durch die Firma Molecular Imaging
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Abbildung 2.5: Schwingungsspektren von Federbalken an Luft a) und in Was-
ser (b,c), wie sie für fremdangeregte Federbalken gemessen werden. a) Ein
solches Spektrum ist für den Fall einer Vibrationssanregung in Luft typisch.
Das Spektrum b) ist ebenfalls ein Beispiel für eine Vibrationsanregung; je-
doch diesmal in Wasser. Die Anregung durch ein externes Magnetfeld in
Wasser führt auf das Spektrum c).
dig funktionierendes DSP-System§ ausgelegt sein kann. Solche DSP-Systeme
sind spezielle auf schnelle digitale Signalverarbeitung ausgelegte Prozessor-
einheiten. Analoge oder digitale Eingangssignale werden programmgesteuert
mit hoher Geschwindigkeit ausgewertet und es werden digitale oder analoge
Werte als Stellgröße wieder ausgegeben.
Die komplette Funktion eines RKM wird durch den Programmcode dar-
gestellt. Dieser Programmcode entscheidet im Zusammenhang mit der exter-
nen Beschaltung, welche Messwerte zu welcher Zeit gewonnen werden – oder
anders gesagt, in welchem Arbeitsmodus das RKM gerade arbeitet. Die an-
fallenden Messwerte werden gepuffert und asynchron an den Bediencomputer
übertragen, gespeichert und dort visualisiert. Die Abbildung 2.2 auf Seite 6
zeigt ein Schema einer DSP-Steuerung.
Für die nachfolgenden Kapitel sei angemerkt, dass die Steuerung eines
RKM auch mindestestens einen zuschaltbaren Regelmechanismus enthält,
der versucht, eine Eingangsgröße über eine Stellgröße konstant zu halten. Ein
solcher Regler ist oftmals als PID-Regler ausgeführt; alternativ gibt es auch
andere Ansätze (z.B. eine Fuzzy-Regelung [39]). „PID“ wird von der Tat-
sache abgeleitet, dass diese Regler das Stellsignal aus dem proportionalen,
integralen und differenziellen Fehler des Eingangssignals im Vergleich zum
Sollwert ableiten. In den meisten Flächenscanmodi (s.u.) wird die Eingangs-
größe (Auslenkung oder Amplitude) mittels der z-Ausdehnung des Piezos
(Stellgröße) auf den Sollwert (Setpoint) reguliert.
§engl.: digital signal processor
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2.1.5 Arbeitsmodi
Der Abblauf der durchgeführten Experimente mit dem RKM lässt sich durch
sechs wesentliche Messabläufe – oder Messmodi – beschreiben. Zwei davon
benutzen zur Gewinnung von Messdaten die quasi-statische Auslenkung des
Federbalkens. In den anderen Modi werden Schwingungseigenschaften des Fe-
derbalkens, seine Amplitude und seine Phase relativ zur externen Anregung
gemessen.
Punkt- oder Spektroskopiemodi
Die Kenntnis der Abstandsabhängigkeit der Wechselwirkungen zwischen
Messspitze und Probenoberfläche an einem Ort der Probenoberfläche sind
für alle Experimente mit dem Raster-Kraft-Mikroskop von zentralem Interes-
se. Messungen dieser Art können eigenständige Experimente sein [40, 41, 42]
oder sie dienen der Vorbereitung für Flächenscans. Im quasi-statischen Fall
wird diese Messung Kraft-Abstands- oder Kraft-Ausdehnungs-Kurve (engl.:
force distance curve) genannt. Das Äquivalent im dynamischen Fall ist die
dynamische Kraftkurve (engl.: dynamic force curve). Eine Betrachtung dieser
beiden Basisexperimente in einem Modell ermöglicht das Verständnis der Ar-
beitsweise des RKM, die Auswertung experimentell gewonnener Daten und
eine Optimierung des Abbildungssprozesses.
Der grundsätzliche Ablauf einer Messung ist für quasi-statische und dy-
namische Modi ähnlich. Die Messspitze wird der Probe angenähert oder von
ihr entfernt, während gleichzeitig die Auslenkung des Federbalkens oder die
Veränderung der Schwingungsamplitude und Phase des Federbalkens durch
die Wechselwirkung mit der Probe gemessen wird.
Für Experimente im dynamischen Modus spielt die Abhängigkeit der
Oszillationsamplitude des Federbalkens von der Antriebsfrequenz eine ent-
scheidende Rolle. Die Eigenfrequenz muss vor vielen Experimenten ermittelt
werden und auch die erhaltenen Spektren können wesentliche Informationen
über die Interaktion der Messspitze mit der Probenoberfläche enthalten. Zur
Bestimmung der Eigenresonanz der Federbalken werden die Spektren weit
entfernt von der Probenoberfläche gemessen. Werden die Spektren ihrerseits
in Abhängigkeit vom Abstand zur Probenoberfläche gemessen, können sie
wichtige Informationen zur lokalen Wechselwirkung liefern [43].
Flächenscans
Bei einem Flächenscan wird die Messspitze über einen rechteckigen Aus-
schnitt der Probenoberfläche bewegt. Dabei werden n Zeilen angefahren, in
denen jeweils an m Punkten ein oder mehrere Messwerte bestimmt werden.
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Die Fahrgschwindigkeit und die Scanweite, also indirekt die Messpunktdichte,
sind in erster Näherung frei wählbar. Ein Parameter kann während der Mes-
sung durch den Regelmechanismus der Steuerung auf einem Wert konstant
gehalten werden. Um dieses bei sich während des Scans ändernder Proben-
höhe zu gewährleisten, wird die Steuerung dafür sorgen, dass die z-Position
der Probe über das Positionierungssystem fortwährend nachgeregelt wird.
Eine Darstellung der z-Positionen über die n×m Punkte ergibt eine To-
pographieabbildung. Typischerweise werden, je nach ausgewähltem Modus,
an den Messpunkten weitere Messwerte bestimmt, welche neben der Topo-
graphie weitere Proben- und Wechselwirkungseigenschaften repräsentieren.
Zwei der wesentlichen Messmodi werden kurz vorgestellt.
Kontakt-Modus Eine der ältesten Varianten des Flächenscans ist die
Kontakt-Modus-Messung, bei der entweder die Auflagekraft oder der Ab-
stand der Probe konstant gehalten wird. Die erste Variante wurde für Ab-
bildungen im Rahmen dieser Arbeit genutzt. Bei einer Messung im Kontakt-
Modus wird eine Spitze im ständigen Kontakt mit der Probe über die zu
scannende Fläche gerastert.
Dabei wird an jedem Punkt des Bewegungspfades der Spitze eine Kraft
auf die Probe ausgeübt. Da die Spitze an keinem Ort von der Oberfläche
abgehoben wird, kommen zusätzlich laterale Kräfte durch die Reibung der
Spitze hinzu. Durch eine geeignete Wahl des Federbalkens und der Aufla-
gekraft (Setpoint) kann eine Veränderung der Probe häufig gering gehalten
oder vermieden werden. Für sehr weiche Oberflächen (z.B. Lipidfilme) oder
Oberflächen mit lose anhaftenden Partikeln (SLN) ist diese Methode we-
gen der Gefahr einer Modifikation des Messobjektes nur bedingt geeignet.
[44, 45, 30, 46]
Ein Vorteil dieser Methode ist jedoch der vergleichsweise einfache Aufbau
und die Möglichkeit, eben diese lateralen Kräfte messen zu können.
Dynamische Modi In dynamischen Messmodi werden Änderungen der
Schwingungseigenschaften des Federbalkens für die Messung der Wechselwir-
kung zwischen Spitze und Probe und für die Regelung benutzt. Bei Messun-
gen an Luft und in Flüssigkeiten werden als wesentliche Schwingungseigen-
schaften die Amplitude und die Phase der angeregten Federbalkenschwingung
gemessen. Die Amplitude des Federbalkens in der Nähe seiner Eigenresonanz
stellt sich dabei als eine z-abhängige Größe dar, welche zur Abstandsrege-
lung während des Scans benutzt werden kann. Scans dieser Art werden in
„non-contact“ (NC-AFM) und „Tapping-“oder „intermittent-contact-mode“
(TM-AFM) unterschieden. Der letztere Modus zeichnet sich dadurch aus,
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Abbildung 2.6: Rasterelektonenmikroskop-Abbildungen von Spitzen. Die lin-
ke Abbildung stellt eine durch den Gebrauch beschädigte und stark ver-
schmutzte Spitze dar. Auf der rechten Seite ist eine unbenutze Spitze gleichen
Typs abgebildet.
dass die Spitze bei der weitesten Annäherung an die Probe deren Oberfläche
berührt, während beim NC-AFM nur die attraktiven Kräfte in Oberflächen-
nähe zur Messung ausgenutzt werden [47].
2.2 Modellbildung
Das Raster-Kraft-Mikroskop ist ein Messinstrument, welches grundlegend auf
der Bestimmung der Kraftwechselwirkung zwischen einer Messspitze und ei-
ner Messprobe basiert.
Mit der Annäherung der Spitze an die Probe wird diese über Kräfte mit
der Probe wechselwirken und damit den Federbalken auslenken oder ihn in
seiner Dynamik beeinflussen. Die dabei auftretenden Wechselwirkungskräfte
können unterschiedlicher Natur (z.B. van-der-Waals-, elektrische oder ma-
gnetische Kräfte) sein [48, 49, 40]. Damit sind deren Stärke und Reichweite
ohne weitere Annahmen nicht näher bekannt und sie werden in der Regel mit
einem Bereich der Spitze interagieren, wie es in der Abbildung 2.7 angedeutet
ist.
Somit kommt mindestens der geometrischen Form und dem Material der
Spitze eine wesentliche Bedeutung bei vielen Ansätzen der quantitativen Mo-
dellierung einer Wechselwirkung zu. Unter eingeschränkten Vorraussetzungen
ist es möglich, Spitzengeometrien [50, 51] zu ermitteln und sie für die quan-
titative Bildauswertung [52, 53, 54, 55, 56] zu nutzen .
Für viele Messungen können solche Charakterisierungen nicht vorgenom-
men werden oder sie werden durch Materialaustausch zwischen Probe und
Spitze verfälscht. Dieses Problem wird durch einen verallgemeinerten An-
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Abbildung 2.7: Schema der allgemein zu erwartenden Wechselwirkungskraft
bei der Annäherung einer Spitze an eine Oberfläche. Wegen der großen Reich-
weite (viele nm möglich) der auftretenden Kräfte gibt es zwischen vielen
Atomen der Spitze und der Probe einen Beitrag zur gemessenen Kraft.
satz, der die Summe aller an einem Ort vorkommenden Wechselwirkungen
zusammenfasst, in der Modellierung beseitigt. Alle zwischen Probe und Spit-
ze wirkenden Kräfte werden in der orts- und zeitabhängigen Kraft F zu-
sammengefasst. Dieser Ansatz besitzt damit keine Vorannahmen bezüglich
konkreter Eigenschaften der Spitze oder auch der konkreten anzunehmenden
Wechselwirkungen.
Ein allgemeines Schema einer möglichen Abstandsfunktion einer Wechsel-
wirkungskraft F zeigt die Abbildung 2.7. Die Bereiche a, b und c stehen für
Distanzen, wo keine Wechselwirkungskraft registriert werden kann (a), einen
Bereich in der Nähe der Probenoberfläche (b), wo in der Regel anziehende
van-der-Waals Kräfte gemessen werden können und einen Bereich repulsiver
Kräfte (c) durch die direkete Interaktion der elektronischen Zustände von
Spitze und Probe. [57]
Neben der Behandlung der Spitze und ihrer Wechselwirkung mit der Pro-
be ist gleichermaßen ein Modell für den Kraftsensor, den Federbalken, not-
wendig. Häufig wird der Federbalken als eine masselose Feder mit der Fe-
derkonstante kc und der Dämpfungskonstante βc mit einer Punktmasse m∗
am Ende dargestellt. Für kleine Auslenkungen und für Oszillationen in der
Umgebung seiner Eigenresonanz arbeitet das Modell hinreichend genau [57].
Der mathematische Aufwand für eine Modellierung des Federbalkens als ein-
seitig eingespannter Balken in einfach rechteckiger oder anderer Geometrie
führt in der Regel zu keinen analytischen Ausdrücken als Ergebnis und hat
oftmals auch viele im Regelfall nicht vollständig experimentell bestimmbare
Eingangsparameter.
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Abbildung 2.8: Definition der Variablen und eine schematische der Modell-
übertragung für einen Federbalken, welcher mit der Probenoberfläche über
eine Kraft wechselwirkt.
Gleiche oder sehr ähnliche Modelle werden in verschiedenen Quellen vor-
geschlagen. Wesentliche Abbildungseigenschaften des Raster-Kraft-Mikros-
kops können offensichtlich mit diesem Ansatz beschrieben werden, obwohl
viele Details durch den Ansatz nicht berücksichtigt werden. [58, 59]
Das Koordinatensystem des Modells ist ein rechtwinkliges Koordinaten-
system der Koordinaten x,y und z und sei derart orientiert, dass die y-
Koordinate parallel und die x-Koordinate senkrecht in der Probenebene zum
Federbalken zeige. Die Koordinate z möge senkrecht zur Probenebene sein.
In diesem Koordinatensystem werden nun, wie in der Abbildung 2.8 dar-
gestellt, für eine mathematische Beschreibung des Modells eine Reihe von
Hilfspunkten und Abstände definiert.
d = (zs − zc)− (zs0 − zc0) = zs − zc (2.1)
b = (zp − zt)− (zp0 − zt0) = zp − zp0 −∆z (2.2)
D = z0 − zt − d− b = Z − d− b (2.3)
Der Index 0 bezeichnet die Ruhelage. Die Auslenkung des Federbalkens ist d,
eine Änderung der Probenhöhe wird durch b und der Abstand der Spitze zur
Probe wird durch D dargestellt. βp und kp stehen im Modell für die lokale
Dämpfungskonstante und die Federkonstante der Probe.
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Abbildung 2.9: Gemessene Kraft-Ausdehnungs-Kurve auf einer Lipidschicht
in Wasser. Die Pfeile geben die jeweilige Bewegungsrichtung des Piezos an. Es
wird keine starke Anziehung bei der Annäherung an die Probenoberfläche ge-
messen. Nach dem Kontakt erfolgt eine Auslenkung des Federbalkens infolge
der repulsiven Wechselwirkung mit der Probenoberfläche. Beim Rückzug des
Federbalkens wird eine Adhäsion beobachtet. Der unterschiedliche Anstieg
der Kurven im Kontaktbereich zeigt ebenfalls eine Hysterese des Piezos.
2.2.1 Annäherung der Messprobe im quasi-statischen
Modus
Um die Arbeitsweise des Raster-Kraft-Mikroskops zu verstehen, können jetzt
im Modell für den quasi-statischen und im dynamischen Fall, welcher im fol-
genden Abschnitt 2.2.2 behandelt wird, ein Abstandsexperiment theoretisch
ausgeführt werden. Ein Ergebnis einer solchen Messung im quasi-statischen
Fall wird Kraft-Abstands-Kurve (force-distance-curve) bezeichnet. Im dyna-
mischen Fall hat sich der Begriff dynamische Kraftspektroskopie (dynamic-
force-curve) eingeführt.
Der Name des Experiments im quasi-statischen Betrieb, Kraft-Abstands-
Kurve, suggeriert eine Messung der auftretende Kraft F in direkter Abhän-
gigkeit vom Abstand D der Messspitze zur Probenoberfläche. Betrachtet
man den Ablauf dieses Experiments jedoch genau, wird durch die Messdaten
eine Abhängigkeit zwischen der Wechselwirkungskraft F und der z-Piezo-
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Ausdehnung zt wiedergegeben. Es wird also eine Kraft-Ausdehnungs-Kurve
F (zt) gemessen. Um zu einer Kraft-Abstands-Kurve F (D) zu gelangen, wären
Umrechnungen und Modellanpassungen, wie z.B. in [60], vorzunehmen.
Auswertungen gemessener Kraft-Ausdehnungs-Kurven sind dadurch
erschwert, dass für die Auswertung eine Reihe von Größen betrachtet werden,
welche jedoch nur zum Teil direkte Messgrößen im Experiment sind. In der
Abbildung 2.8 sind alle für eine vereinfachte Auswertung notwendigen Varia-
blen definiert. Die Federkonstante kc des Federbalkens kann durch ein Expe-
riment bestimmt werden oder ist durch den Hersteller gegeben [61, 62, 63].
Die Auslenkung d des Federbalkens wird durch den Auslenkungsdetektor ge-
messen und die Ausdehnung des Piezos, auf welchem die Probe montiert ist
beschreibt ∆Z. Bis auf eine unbekannte Konstante ist damit auch Z, der Ab-
stand der Spitze zur Probenoberfläche in Ruhelage, bekannt. Im einfachsten
Fall können βc und βp als 0 angenommen werden.
Die Auslenkung des Federbalkens als Folge der Kraftwechselwirkung zwi-
schen Spitze und Probe wird für kleine Auslenkungen damit durch das Hook-
sche Gesetz beschrieben [64],
Fc = −kcd (2.4)
was für die kleinen Auslenkungen eine gute Beschreibung darstellt.
Eine Interpretation der Messung in Abbildung 2.9 hinsichtlich der auftre-
tenden Kraftwechselwirkungen ist damit möglich. Weit entfernt von der Pro-
be bei geringen Piezoausdehnungen wird keine Kraft durch den Federbalken
gemessen. Infolge der Ausdehnung des Piezos und der damit verbundenen
Annäherung der Spitze kommt es nach dem Auftreffen der Spitze auf der
Oberfläche durch die Wechselwirkungskraft zu einer messbaren Auslenkung
des Cantilevers. Die Abbildung stellt eine Messung auf einer Lipidoberfläche
in Wasser dar. Eine Erhöhung der Auflagekraft durch eine weitere Ausdeh-
nung des z-Piezos führt zu einem Eindringen in die Oberfläche, was einen
kleinen „Kink“ verursacht.
Beim Zurückziehen bleibt zunächst die Spitze an der Probe haften und
verursacht eine Auslenkung der Spitze über die Ruhelage hinaus. Bei einer
gewissen Kraft reißt die Spitze ab und bewegt sich zurück in die Ausgangs-
lage.
Eine Auswahl des Sollwertes der Wechselwirkungskraft bei Flächenscans
im Kontakt-Modus kann mit Hilfe der ausgeführten Betrachtungen vorge-
nommen werden. Für eine Auswertung der Kraft-Abstands-Messungen als
eigenständiges Experiment müssen weitere Aspekte brücksichtigt werden, je-
doch wurden Experimente auf der Basis einer detaillierten Auswertung der
Kraft-Abstands-Kurve in dieser Arbeit nicht durchgeführt.
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2.2.2 Annäherung im dynamischen Modus
Im dynamischen Modus wird der Federbalken durch periodische Krafteinwir-
kung in oder in der Nähe seiner Resonanz zu Schwingungen angeregt. Durch
die Wechselwirkung der Spitze mit der Probe, verändern sich die Schwin-
gungseigenschaften des Federbalkens. In erster Näherung wird beim Betrieb
an Luft oder in Flüssigkeiten, wo mit einer festen Frequenz angeregt wird,
eine Änderung der Amplitude in Verbindung mit einer Phasenverschiebung
relativ zur Anregung beobachtet.
Die mathematische Beschreibung dieses Modus basiert auf der Verwen-
dung eines vereinfachten Modells, welches schon für den Kontakt-Modus ge-
braucht wurde. Problematisch ist erneut die unbekannte Funktion der Wech-
selwirkungskraft zwischen Probe und Spitze. Für spezielle Problemstellungen
existieren Ansätze, welche Messergebnisse mit konkreten Wechselwirkungen
in Zusammenhang bringen [40]. Für die Abbildung vollständig unbekann-
ter Proben muss auf sehr allgemein formulierte Ansätze für die Wechselwir-
kung zurückgegriffen werden. Dennoch können grundlegende Abbildungsei-
genschaften abgeleitet werden.
Erzwungene Schwingung
Ohne die Einwirkung weiterer externer Kräfte als der periodischen Anre-
gungskraft entspricht der Modellansatz für den Federbalken einem fremd-
getriebenen harmonischen Oszillator, welcher durch die periodische Kraft
F0 cosωt angetrieben wird. Die Bewegungsgleichung des Systems lautet:
m∗z¨s +m∗γcz˙s + kczs = F0 cosωt. (2.5)
Die Lösung dieser inhomogenen Differentialgleichung 2.Ordnung setzt
sich mathematisch als Summe aus der Lösung der homogenen Gleichung und
einer inhomogenen Lösung zusammen. Für Zeiten (γct)  1 ist die homo-
gene Lösung (gedämpfte Schwingung) abgeklungen und man registriert die
inhomogene Lösung als stationären Zustand, welcher hier betrachtet wird.
Als Ansatz für die inhomogene Lösung eignet sich
zs = A cos (ωt− δ). (2.6)
Eingesetzt in 2.5 ergeben sich der Tangens der Phase δ und die Amplitude
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A zu:
tan(δ) = γcω
ω20 − ω2
(2.7)
A = F0/m
∗√
(ω20 − ω2)2 + ω2γ2c
(2.8)
= F0
m∗γcω0
ω0/ω√
1 +Q2(ω0/ω − ω/ω0)2
(2.9)
Die Amplitude A besitzt ein Maximum bei ωr =
√
ω20 − γ2c/2, der Re-
sonanzfrequenz, welche wegen der Dämpfung etwas unterhalb von ω0, der
Eigenfrequenz, liegt. Q = ω0
γc
steht für die experiemtell bestimmbare Güte
oder den Gütefaktor (z.B. [65]).
Erzwungene Schwingung mit zusätzlicher Kraft
Ein harmonischer Oszillator schließt keine Interaktion mit einer Probe ein,
womit das Modell für die Erklärung der Funktion eines Raster-Kraft-Mikros-
kops nicht ausreichend ist und erweitert werden muss. Liegt die Situation
eines stationär eingeschwungenen Zustandes vor, kann die Wechselwirkung
mit der Probe als weitere periodisch einwirkende externe Kraft angesehen
werden. Man kann in diesem Fall die Ortsabhängigkeit der Kraft F (D) in
eine zeitabhängige in ω periodische Funktion Fz(t) überführen, deren Ausse-
hen durch verschiedene Aspekte bestimmt wird. So geht in ihr u.a. die die
ortsabhängige Funktion F (D), die tatsächliche Schwingungsamplitude und
die zusätzliche Dämpfung durch die Wechselwirkung mit der Probe ein. Da
diese Funktion in ω periodisch ist, kann diese zunächst unbekannte Funktion
in eine Fourierreihe
Fz(t) =
Fz0
2 +
∞∑
n=1
(an cosnωt+ bn sinnωt) (2.10)
zerlegt werden. Die Gleichung 2.5, welche einen harmonischen Oszillator be-
schreibt, kann damit um eine Interaktion mit der Probe erweitert werden:
m∗z¨s+m∗γcz˙s+kczs = F0 cosωt+
Fz0
2 +
∞∑
n=1
(an cosnωt+ bn sinnωt). (2.11)
Als Lösungsansatz für diese Gleichung ist
zs = z0 +
∞∑
n=1
An cos (nωt+ δn) (2.12)
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geeignet.
Die Differentialgleichung 2.11 separiert sich damit zu
kcz0 = Fn0
m∗z¨1 +mγz˙1 + kcz1 = F0 cosωt+ a1 cosωt+ b1 sinωt
m∗z¨2 +mγz˙2 + kcz2 = a2 cos 2ωt+ b2 sin 2ωt
... (2.13)
m∗z¨n +mγz˙n + kczn = an cosnωt+ bn sinnωt.
Die Interaktion mit der Probe führt theoretisch zu einer Anregung sehr
vieler Frequenzen im Schwingungsspektrum des Federbalkens. Aus der Pra-
xis weiß man aber, dass die im Wesentlichen sinusförmige Oszillation des
Federbalkens in der Anregungsfrequenz ω die mit Abstand höchste Ampli-
tude aufweist. Anteile von 2ω, 3ω usw. sind unter allgemeinen Abbildungs-
bedingungen vorhanden, aber jedoch eher klein gegenüber dem Anteil in ω
[66, 67].
Andere Ansätze führen eine externe Kraft in der Art eines Fitparameters
kp und einer zusätzlich durch die Probe verursachten Dämpfung γp direkt
auf der linken Seite der Gleichung 2.5 ein. Für sehr kleine Amplituden, wo-
für dieser Ansatz einführt wurde, entspricht die Konstante kp dem lokalen
Anstieg der Kurve F (D). Auch wenn dieses Vorgehen durch sehr kleine Am-
plituden des Federbalkens gerechtfertig wird und für größere Amplituden der
anschauliche Zusammenhang verloren geht, ist dieser Ansatz äquivalent dem
ω-Anteil (zweite Zeile) in 2.13. Die Gleichung 2.5 verändert sich damit wie
folgt:
m∗z¨s +m∗(γc + γp)z˙s + (kc + kp)zs = F0 cosωt. (2.14)
Der Lösungsansatz für 2.5 löst auch diese Gleichung. Weiterhin gilt ω20 =
kc/m
∗ und es sei zur Vereinfachung der Schreibweise ω2p = kp/m∗.
Analog zu 2.7 und 2.8 ergeben sich folgende Abhängigkeiten:
tan (δ) = ω(γc + γp)
ω20 + ω2p − ω2
(2.15)
A = F0/m
∗√
((ω20 + ω2p)− ω2)2 + ω2(γc + γp)2
(2.16)
Ohne den Einfluss einer Probe ergibt sich das Verhalten eines fremdge-
triebenen harmonischen Oszillators. Bei Anregung in ω0 wird das Auftreten
eines externen Einflusses über γp und ωp zu einer Verringerung der Amplitude
und einer Verschiebung der Phase der Oszillation führen. Durch eine alleini-
ge Betrachtung der Phase oder der Amplitude wäre nicht zu klären, welcher
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Natur die externe Wechselwirkung ist. Lediglich ein Vorzeichenwechsel von
kp ist durch den Vorzeichenwechsel in tan (δ) eindeutig zuzuordnen. Dieser
würde bei einem Vorzeichenwechsel der Ableitung der Wechselwirkungskraft
auftreten.
Aspekte des Energieumsatzes
Für den Fall eines stationär eingschwungenen Systems wie 2.14 kann man
durch ein Zeitintegral die über eine volle Oszillationsperiode die geleistete
Arbeit berechnen.
W =
∫
F (s)ds =
∫ T
0
x˙F (t)dt (2.17)
Das durch 2.14 beschriebene System besitzt im Dämpfungsterm zwei Kanäle
zur Dissipation von Energie. Dies ist die Eigendämpfung des Federbalkens
(γc) und die Dämpfung durch die Wechselwirkung mit der Probe (γp). Die
umgesetzte Arbeit dabei ist:
∫ T
0 m
∗(γc+γp)x˙2dt = pim∗A2ω(γc+γp). Die hier
verbrauchte Energie wird durch den Antrieb bereitgestellt:
∫ T
0 x˙FAntriebdt =
piAF0 sin(δ). Der Anteil von (kc+kp)x ist wegen des Potenzialcharakters null.
Da Energieerhaltung gelten muss, folgt:
pim∗A2ω(γc + γp) = piAF0 sin(δ). (2.18)
Nach Umstellung erhält man:
γp = sin (δ)
1
A
F0
m∗ω
− γc. (2.19)
In 2.15 eingesetzt erhält man einen Ausdruck für kp.
kp =
F0
A
cos (δ)− kc − ωm∗ (2.20)
Für sehr kleine Oszillationen des Federbalkens ist der Parameter prak-
tisch gleich dem lokalen Gradienten der Wechselwirkungskraft F(D). Für sehr
große Amplituden hingegen ist diese lokale Zuordnung nicht mehr sinnvoll
und kp stellt nur noch einen Anteil einer sich komplexer zusammensetzenden
Wechselwirkungskraft dar.
Anregungsvariante Für den Fall der direkten magnetischen Anregung
(MAC-Modus) entspricht der Term F0 cosωt in Gleichung 2.5 der Kraft durch
das von außen wirkende wechselnde magnetische Feld und zc ist konstant
null. Im Fall der Vibrationsanregung wird eine periodische Krafteinwirkung
technisch durch einen Piezo an der Federbalkenaufhängung erzielt, welcher
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durch eine oszillierende äußere angelegte Spannung ständig in seiner Aus-
dehnung variiert. Die Koordinate zc wird damit in der Form zc = a0 cos(ωt)
zeitabhängig. Die Gleichung 2.5 verändert sich damit wie folgt:
m∗z¨s +m∗γcz˙s + kczs = kca0 cosωt. (2.21)
Formal tritt damit das kca0 an die Stelle von F0 und die gesamte Folge-
rechnung ist damit äquivalent. Da aber durch das Detektionssystem nur die
Auslenkung d = zs − zc des Federbalkens gemessen wird, führt die zeitliche
Veränderung von zc zu einer Veränderung der gemessenen Schwingungseigen-
schaften des Federbalkens. Eine Rechnung ergibt:
d = zs − zc = A0 cos (ωt− δ)− a0 cos (ωt) (2.22)
= {A0 cos (δ)− a0} cos (ωt) + {A0 sin (δ)} sin (ωt) (2.23)
= Aˆ0 cos (ωt− δˆ). (2.24)
Aˆ0 und tan (δˆ) ergeben sich zu:
Aˆ0 = A20 + 2A0a0 cos δ + a20 (2.25)
= A20(1 +
2 cos (δ)
A0
a0
+ 1
(A0
a0
)2
) (2.26)
tan (δˆ) = sin (δ)cos (δ)− a0
A0
(2.27)
Die gemessenen Phasen sind damit abhängig von der Amplitude und die
gemessene Amplitude wird abhängig von der Phase der Federbalkenschwin-
gung. Ist a0 klein gegenüber A0, was bei der Resonanzanregung (ω = ω0)
zur Abbildung an Luft der Fall ist (A0
a0
= Q  100), sind die gemessenen
Eigenschaften nicht wesentlich verfälscht. Sämtliche im weiteren Verlauf an-
gestellten Betrachtungen werden für die direkte Anregung durch eine externe
Kraft angestellt. Ergebnisse gelten aber im Wesentlichen wegen der meist ge-
ringen Beeinflussung des Messergebnisses durch die Vibrationsanregung stets
für beide Anregungsvarianten.
2.3 Betrieb im dynamischen Modus
Der Betrieb eines Raster-Kraft-Mikroskops im dynamischen Modus besitzt
seine Basis in der komplexen Wechselwirkung zwischen der Probe und der os-
zillierenden Spitze. Eine Modellierung, wie sie im vorangegangenen Abschnitt
2.2.2 vorgenommen wurde, ermöglicht ein grundsätzliches Verständnis der
Abbildung und der während der Abbildung erhaltenen Messwerte.
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Im dynamischen Betrieb an Luft oder in Flüssigkeiten wird der Federbal-
ken zu Oszillationen in oder in der Nähe seiner Resonanzfrequenz angeregt.
Die Dämpfung durch das umgebende Medium, also der Luft oder die Flüs-
sigkeit, führt zu Resonanzen, welche typischerweise eine Güte von ca. 500
in Luft und kleiner als 10 in Wasser besitzen. Elektronische Hilfsmittel kön-
nen zur Verbesserung der Güte angewendet werden [68, 69, 37, 57]. Anders
als im Vakuum, wo der Federbalken als frequenzbestimmendes Glied im Re-
sonanzkreis wirkt, wird unter den verwendeten Abbildungsbedingungen der
Cantilever durch eine externe Anregung bei einer festen Frequenz zu Schwin-
gungen angeregt.
In Abhängigkeit von der Interaktion der Spitze mit der Probe werden sich
die messbaren Parameter der Federbalkenoszillation verändern. In den durch-
geführten Experimenten wurden die Amplitude und Phase der Schwingung
des Federbalkens relativ zur Anregung gemessen.
Im dynamischen Betrieb gibt es verschiedene Experimente, welche Infor-
mationen über die Probenoberfläche geben. Die komplexe Interaktion der
Spitze am oszillierenden Federbalken mit der Probenoberfläche kommt der
Wahl geeigneter Abbildungsparameter eine Bedeutung zu. Abbildungspara-
meter stellen die Anregungsfrequenz, die Anregungsstärke und der Sollwert
der Amplitude (Setpoint) während der Abbildung dar. Alle drei Parameter
haben einen Einfluss auf die erhaltenen Messergebnisse und werden in der
Regel experimentell vor einem Flächenscan ermittelt. Die Gleichungen 2.20
und 2.19 des Modells zeigen, dass alle 3 Parameter einen direkten Einfluss auf
die während der Abbildung auf die Probenoberfläche ausgeübte Kraft und
die eingetragene Energie ausüben. Eine ungünstige Wahl kann zu messbaren
Veränderungen der Probe durch den Messprozess führen [68]. Ungeachtet
dessen bietet die Abbildung im dynamischen Modus sehr günstige Vorraus-
setzungen für Abbildungen mit geringen Kräften in vertikaler und lateraler
Richtung [70, 44, 71].
Zur Vorbereitung einer Flächenabbildung mit dem RKM wird im Regel-
fall ein Punktexperiment durchgeführt, durch das die Möglichkeit besteht,
bei fixer Anregungsfrequenz und -stärke die Oszillationsamplitude und die
Phase in Abhängigkeit vom Probenabstand zu untersuchen. Die Abbildung
2.10a) zeigt eine solche experimetell gewonnene Kurve. Weit weg von der Pro-
benoberfläche, oszilliert der Federbalken mit einer Amplitude A0. Bei einer
Ausdehnung von etwa 400 nm führt die einsetzende Interaktion mit der Pro-
be zu einer Beeinflussung der Oszillation und damit zu einer Abnahme der
gemessenen Amplitude. Deutlich sichtbar ist weiterhin ein „Kink“, welcher
den Übergang zwischen zwei Wechselwirkungstypen charakterisiert.
Während der Annäherung an die Probe, wirken im Regelfall zunächst at-
traktive Kräfte auf die Spitze und führen zu der beobachteten Abnahme der
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Abbildung 2.10: a) Die dynamische Kraftkurve zeigt die Abhängigkeit der
Amplitude der Federbalkenschwingung von der Piezoausdehneng und ist das
Äquivalent zur Kraft-Ausdehnungs-Kurve im dynamischen Fall. b) Das Spek-
trum der Amplitude der Federbalkenschwingung weist eine starke Abhäng-
keit von der Interaktion mit der Probenoberfläche auf. Die hier dargestellten
Kurven zeigen das Spektrum in einem Abstand von +25, 0 und -25 nm über
dem Abstand, der für das Feedback ausgewählt wurde. Diese „abgeschnitte-
nen“(engl. truncated) Resonanzen sind typisch für den Betrieb an Luft.
Amplitude. Bei weiterer Annäherung wird die Spitze in der Nähe der Pro-
benoberfläche repulsiven Kräften ausgesetzt. Auch diese Kräfte führen zu
einer Abnahme der gemessenen Amplitude der Federbalkenschwingung. Die
im Allgemeinen anharmonische Wechselwirkungskraft zwischen Spitze und
Probe führt während der Abbildung in einem bestimmten Abstandsbereich,
zu einem bistabilen Schwingungsverhalten [72, 73, 74]. Für Abbildungen ist
ein Amplitudensollwert in diesem Bereich problematisch, da ein Springen
zwischen den verschiedenen Abbildungsbedingungen zu einer Fehlinterpreta-
tion gemessener Höhen führen kann [75, 76].
Wird die Anregungsfrequenz bei festem Probenabstand geändert, werden
Spektren gewonnen, wie sie in Abbildung 2.10b) dargestellt sind. Weit ent-
fernt von der Probe werden normale Resonanzkurven eines fremdangeregten
harmonischen Oszillators erhalten. Tritt die Wechselwirkung mit der Probe
hinzu, erscheinen charakteristische Veränderungen, welche plateauartig aus-
gebildet sind. In Abhängigkeit von der Sweeprichtung wird eine Amplituden-
erhöhung für Frequenzen beobachtet, welche außerhalb der ursprünglichen
Resonanz liegen. Es hat sich herausgestellt, dass verschiedene Einflüsse zu
den beobachteten Spektren führen und diese gegebenenfalls zur Untersuchung
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von Oberflächeneigenschaften herangezogen werden könnten [77, 43, 78].
Aus den beiden Experimenten können die notwendigen Informationen für
die Wahl der Abbildungsparameter abgeleitet werden, um Flächscans im
dynamischen Modus auszuführen. Ein wesentlicher Aspekt ist die Vermei-
dung von bistabilen Schwingungszuständen des Federbalkens während der
Abbildung. In der Regel wird eine Anregungsfrequenz in der Nähe des Reso-
nanzmaximums eingestellt und eine Sollwertamplitude bestimmt, die einen
Betrieb der Raster-Kraft-Mikroskops außerhalb des Bereichs mit bistabilem
Verhalten gewährleistet. Das Auftreten der Bistabilität ist nicht zwingend
und hängt von der Wahl der Abbildungsparameter ab.
Flächenscans, welche auf der ausschließlichen Nutzung der attraktiven
Wechselwirkungskräfte basieren, werden als NC-AFMAbbildungen (non con-
tact) bezeichnet. Werden durch den gewählten Setpoint ebenfalls repulsive
Kräfte zur Abbildung genutzt, wird der Modus als TM-AFM Abbildung (tap-
ping mode) bezeichnet.
Bei Flächenabbildungen mit dem RKM im dynamischen Modus wird der
Regelsollwert durch die Amplitude der Oszillation des Federbalkens in fdrv,
seiner Anregungsfrequenz, dargestellt. Die Phase des Federbalkens relativ
zur Anregung ist damit frei. Eine parallele Aufzeichnung der Phase führt
zu Phasenkontrastabbildungen. Der Phasenkontrast wird wesentlich durch
den Energieeintrag in die Probenoberfläche mitbestimmt [79], wie es auch
in Gleichung 2.15 über den Parameter γp abzulesen ist. Damit eröffnet der
Phasenkontrast eine Möglichkeit, Unterschiede in der Wechselwirkung, wel-
che durch unterschiedliche Materialen hervorgerufen werden können, lateral
durch die Raster-Kraft-Mikroskopie aufzulösen. Es ist damit die Möglichkeit
gegeben, chemische oder physikalische Inhomogenitäten auf der Probenober-
fläche zu untersuchen, welche nicht zwingend topographische Veränderungen
hervorrufen [80, 81, 82].
Grundsätzlich funktioniert die Abbildung im dynamischen Modus in der
beschriebenen Weise an Luft und in Flüssigkeiten. Probleme mit der Anre-
gung des Federbalkens in Flüssigkeiten lassen sich durch verschiedene An-
sätze lösen [34, 35, 36, 37, 83, 84, 30, 33]. Die Anregung über ein externes
Magnetfeld, MAC-Modus, erweist sich dabei als sehr effizient und wurde für
die Abbildungen im dynamischen Modus in Flüssigkeiten verwendet.
2.4 Lithographie
Das Raster-Kraft-Mikroskop wurde als Instrument zur topographischen Ab-
bildung von Oberflächen entworfen. Als herausstellende Merkmale bringt es
die Option mit, leitende und nichtleitende Oberflächen unter verschiedenen
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Abbildung 2.11: RKM-Abbildung einer Lithographie in einer organischen
Oberfläche aus Mono-, Bi- und Triglyzeriden (Cetylpalmitat). Die Lithogra-
phie wurde durch Erhöhung der Amplitude des Vibrationspiezos an den zur
Lithographie vorgesehen Stellen während eines Scans im dynamischen Mo-
dus an Luft erzielt. Die erzielten Indentationstiefen entsprechen mit 5-10 nm
einer Tiefe von 1-2 Bilayern der Glyzeride.
Umgebungsbedingungen abbilden zu können und durch eine geeignete Wahl
des Messmodus ist es auch möglich, sehr sensible, leicht zu verändernde,
Oberflächen zu untersuchen. Aber genau die Wahl des Messmodus und die
Weise der Steuerung des RKM erlauben es auch, gezielt Veränderungen an
Oberflächen vorzunehmen.
Verschiedene Ansätze [2, 3, 4, 85, 86] werden verfolgt, um Lithographie
mit dem Raster-Kraft-Mikroskop zu betreiben. Durch das Anlegen einer
Spannung, kann eine elektrochemische Reaktion den Zustand der Oberflä-
che an den durch den Lithographieprozess betroffenen Stellen verändern [87].
Eine andere Richtung wird durch Experimente verfolgt, die darauf abzielen,
an ausgewählten Stellen hohe mechanische Kräfte auszuüben und/oder einen
besonders hohen Energieeintrag durch die Wechselwirkung des Federbalkens
mit der Probenoberfläche zu erzielen [4].
Die Fähigkeit mit dem RKM Lithographie zu betreiben stellt eine Mög-
lichkeit dar, die in den vorigen Abschnitten ausgeführten Betrachtungen über
die Interaktion des Federbalkens mit der Probenoberfläche zu prüfen, da die
Kenntnis um die Herbeiführung einer gezielten Veränderung der Oberfläche
ebenfalls die Kenntnis zur Vermeidung einer Veränderung einschließt.
Folglich wurden Lithographievarianten erprobt, welche sich an verwende-
te Messmodi anlehnen. Um einen lithographischen Effekt zu erzielen, wurde
das RKM in einem dynamischen Modus betrieben und an den Stellen, an
denen eine Modifikation der Oberfläche erfolgen sollte, durch die Steuerung
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die Amplitude der Antriebskraft (F0) des Federbalkens erhöht. Im Fall eines
frei schwingenden Federbalkens würde sich dadurch dessen Schwingungsam-
plitude vergrößern (siehe Gleichung 2.16). Das Feedbacksystem führt jedoch
den Federbalken dichter an die Oberfläche heran und hält dessen Amplitu-
de konstant. Nach Gleichung 2.19 und 2.20 erhöhen sich damit die auf die
Probe ausgeübte Wechselwirkungskraft kp und die durch die lokale Wechsel-
wirkung eingetragene Energie γp. Analog könnte aber auch die Amplitude A
der Federbalkenoszillation durch das Feedbacksystem verringert werden, was
nach den Gleichungen 2.19 und 2.20 ebenfalls die ausgeübte Kraft und die
eingetragene Energie erhöht.
Beide Varianten der Lithographie wurden in der Steuerung des Raster-
Kraft-Mikroskops implementiert und erfolgreich getestet. Ein Beispiel zeigt
die Abbildung 2.11, welche eine Lithographie in einer wachsartigen Schicht
zeigt. Dieser durch die Methode des Auftrags aus einer Lösung (solution
spreading) hergestellte Multilayerfilm besteht aus einer Mischung von Mono-
, Bi- und Triglyzeriden (Handelsname ist Cetylpalmitat) und ähnelt damit
stark Lipidfilmen, welche durch Lipide im fest-kristallinen Zustand Lβ ge-
bildet werden. Die hier gezeigte Lithographie wurde durch die erstgenannte
Methode hergestellt.
Die technischen Modifikationen an der Steuerung eines RKM betreffen
nur eine definierte Veränderung der Anregungsschwingung oder des Sollwer-
tes (Setpoint) der Federbalkenoszillation und entsprechen damit stets den
durch den Operator einstellbaren Abbildungsbedingungen. Die Versuche ha-
ben gezeigt, dass Filme aus lipidähnlichen Substanzen durch eine ungünstige
Wahl der Abbildungsbedingungen dauerhaft modifiziert werden können. Die
Wahl einer möglichst geringen Anregungskraft F0 und einer hohen Abbil-
dungsamplitude A geben eine Option auch zur Abbildung lipidartiger Filme
und ähnlich empfindlicher Oberflächen ohne eine dauerhafte Modifikation zu
erzielen.
2.5 technischen Realisation
Für die Realisierung der Experimente wurde ein Raster-Kraft-Mikroskop neu
zusammengestellt. Das Gerät wurde dabei so gestaltet, dass verhältnismäßig
große Objekte an Luft und unter chemisch definierten Bedingungen in Flüs-
sigkeiten auf unterschiedlich gestalteten Probenträgern untersucht werden
konnten. Für die Untersuchungen in Flüssigkeiten mussten Aspekte der che-
mischen Beständigkeit der Materialen und der Möglichkeit der Reinigung
beachtet werden. Eine Adaption eines vorhandenen kommerziellen Gerätes
war wegen der umfangreichen Anfoderungen an die Flexibilität zu diesem
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Abbildung 2.12: Eine Ansicht des aufgebauten Raster-Kraft-Mikroskops. Zu
sehen sind der Mikroskopkopf und die Mikroskopbasis. Am Mikroskopkopf zu
erkennen sind die zwei Justierschrauben der manuellen Positionierung, der
Umlenkspiegel des Positionsdetektors, das Lasergehäuse mit Justageeinheit,
die Mikroskopkamera und ein Chipträger mit Federbalken über der Probe.
Zeitpunkt nicht möglich, wenngleich verschiede technische Lösungen in das
neue Gerät übernommen wurden. Es entspricht dem in Abbildung 2.2 ge-
zeigten Schema.
Das Gerät selber besteht aus dem Mikroskopkopf, welcher auf eine Grund-
plattform, die Mikroskopbasis, gestellt wird. Mit der Mikroskopbasis fest ver-
bunden ist ein Grobpositionierungssystem zur manuellen Justage der Piezo-
und Probenhaltereinheit in der xy-Ebene. Der z-Abstand wird über ein Drei-
beinsystem des Mikroskopkopfes grobverstellt. Zur computergesteuerten An-
näherung der Spitze an die Probe ist eines dieser drei Beine elektromotorisch
verstellbar ausgeführt. Das mechanische Verstellsystem ist ein Hilfssystem
für das Piezopositioniersystem und ermöglicht eine Verstellung im mm bis
µm Bereich.
Das zweite Positionierungssystem wird ausschließlich durch Piezos be-
wegt und begründet die Funktion des Raster-Kraft-Mikroskops. Aufgrund
der eingangs erwähnten weiten Anforderungen wurde das System durch zwei
separat anzusteuernde Piezosysteme realisiert. Für große Bewegungen in der
xy-Ebene bis 50µm Scanweite konnte auf ein xy-Verstellelement der Firma
PI zurückgegriffen werden, welche in der Größenordnung von 1-2 nm durch
den Hersteller hardwarelinearisiert ist. Zentral in dieser Piezoverstelleinheit
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montiert befindet sich ein Röhrchenscanner mit separiertem z-Hub. Die Scan-
weiten und die maximale Scanhöhe sind bei diesem Scanner auf wenige µm
beschränkt. Eine unabhängige, gesteuerte Bewegung in alle 3 Richtungen (x,
y und z) mit einer nominellen Ortsauflösung im Bereich von 10−10 m wurde
durch das Positionierungssystem ermöglicht.
Für den Fall von Messungen an Luft wird ein Probenhalter direkt auf
dem Röhrchenpiezo befestigt, auf dem direkt trockene Proben durch eine
Klebung befestigt werden konnten. Der Halter für die Federbalkenchips am
Mikroskopkopf war magnetisch ausgeführt, so dass vorkonfektionierte Fe-
derbalken einfach zu montieren waren. In diesen Halter integriert war der
Vibrationspiezo für die dynamischen Betriebsmodi.
Für Messungen in Flüssigkeiten ist der Probenhalter ebenfalls auf dem
mittleren Röhrchenpiezo positioniert. Dieser ist wegen der Anforderung der
chemischen Beständigkeit aus Teflon gefertigt und nimmt gleichzeitig eine
Spule mit Ferritkern auf, welche die Erzeugung eines oszillierenden Magnet-
feldes in der Nähe der Probe ermöglicht. Auf diese Weise wird es möglich,
Federbalkenoszillationen durch ein externes Magnetfeld anzuregen. Der Fe-
derbalkenchipträger besteht für die Messungen in Flüssigkeiten aus einer ke-
ramischen Klemmvorrichtung, die ebenfalls chemisch beständig gegenüber Io-
nen und auch üblichen lipidlösenden Reinigungsmitteln (z.B. Chlorophorm)
ist. Ein Fenster unmittelbar über dem Federbalken ermöglicht die konstante
Einkopplung des Lasers des Auslenkungsdetektors in die Flüssigkeit und eine
ständige Sicht auf die Probe während des Experiments.
Für Messungen an Luft und für Messungen in Flüssigkeiten wurde der
gleiche Auslenkungsdetektor benutzt, dessen Prinzip auf der auslenkungsab-
hängigen Reflektion eines Lichtstrahls beruht. Eine Auslenkung des Feder-
balkens führt zu einer Lageänderung des Reflektionsspots auf einer 4-Feld-
Diode. Über eine Elektronik kann ein zur Auslenkung korreliertes elektrisches
Signal gewonnen werden, welches im Fall statischer Messmodi direkt an den
DSP-Controller weitergegeben werden kann (siehe Abbildung 2.2). Im Fall
dynamischer Messmodi ist das Signal für die Ermittlung von Amplitude und
Phase der Federbalkenoszillation verfügbar.
Als Messpitzen kamen Siliziumfederbalken von Nanosensors, MikroMasch
und MAC-Lever zum Einsatz.
Für den Neuaufbau wurde ebenfalls eine Steuerung auf DSP-Basis neu-
entwickelt. Durch sie wurden die Eingriffe in den Abbildungsmechanismus
für die Lithographieexperimente ermöglicht.
Eine Darstellung der gewonnenen Messdaten erfolgte online durch das
Messprogramm als farbiger Flächenplot. Die abgespeicherten Daten können
durch frei erhältliche Darstellungsprogramme wie WSxM visualisiert wer-
den. Die in der Arbeit gezeigten Grafiken wurden mit dieser Software [88]
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bearbeitet, welche frei im Internet unter www.nanotec.es erhältlich ist.
Die Kalibration des Gerätes wurde durch Abbildungen von Kalibrati-
onsgittern sichergestellt. Die Messungen zur Kalibration wurden an Luft im
Kontakt-Modus und im dynamischen Modus ausgeführt. Dafür standen Git-
ter mit unterschiedlichen Periodizitäten in xy-Richtung (2µm – 200 nm) zur
Verfügung.
Kapitel 3
Abbildung organischer
Oberflächen mit dem
Raster-Kraft-Mikroskop
3.1 Problemstellung der Abbildung
mit dem RKM
Die Raster-Kraft-Mikroskopie kann zur Untersuchung nichtleitender amor-
pher Oberflächen benutzt werden, weswegen sie häufig zur Abbildung im-
mobilisierter organischer Strukturen, wie z.B. DNS [89], Proteinen, Pepti-
den, Zellmembranen und Partikeln aus organischen Materialien herangezo-
gen wird. Einige dieser organischen Strukturen, welche eine Bedeutung in der
Entwicklung von Phamazeutika und ihrer Wirkprinzipien haben, wurden im
Rahmen der Arbeit mit dem RKM untersucht.
An diesen Untersuchungen waren Forschergruppen mit einem pharmazeu-
tischen Hintergrund beteiligt, welche sich u.a. mit der Herstellung und der
Charakterisierung organischer Partikel (Nanopartikel) und der Interaktion
bioaktiver Substanzen mit Zellmembranen beschäftigen. Die Möglichkeiten
des Raster-Kraft-Mikroskops sollten für die Untersuchung einer Reihe von
Fragen, wie z.B. die Morphologie dieser Partikel oder die Interaktion der
Partikel und der Mechanismus der Wirkung der Pharmazeutika aus den Par-
tikeln mit Zelloberflächen genutzt werden. Das Ziel war, Ergebnisse, welche
mit anderen Untersuchungsansätzen, wie z.B. Photonenkorrelationsspektro-
skopie, Diffraktometrie oder Differential Scanning Calometry, erzielt worden
sind [90], zu ergänzen.
Partikel und Zellen wurden in einem ersten Schritt mit dem RKM abge-
bildet, um die Möglichkeiten dieser Technik, einen Beitrag hinsichtlich offe-
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ner Fragestellungen zu geben, zu evaluieren. Verschiedene in diesem Kapi-
tel diskutierte Aspekte zeigen, dass die Raster-Kraft-Mikroskopie durchaus
Ergebnisse erzielen kann, welche andere Methoden sinnvoll ergänzen. Aber
nicht alle Aufgabenstellungen können durch die direkte Nutzung der Partikel
oder Zellen als Untersuchungsobjekt für das Raster-Kraft-Mikroskop sinnvoll
bearbeitet werden und erfordern die konsequente Entwicklung eines an das
RKM angepassten Modells.
3.2 Adhärierte Partikel
Für die Abbildung mit dem RKM sind verschiedene Partikel benutzt worden,
die unterschiedliche Applikationen für Arzneistoffträgersysteme besitzen [90].
Es sind Objekte, die in einem Größenbereich von 10 bis 1000 nm vorkommen
können und variabel in deren Zusammensetzung sind. Den Annahmen über
den Aufbau der Partikel ist gemeinsam, dass sie einen Partikelkern besitzen,
der durch einen Tensidmantel umschlossen wird. Dieser Tensidmantel soll
eine Stabilisierung der Partikelgröße bewirken, indem eine Agglomeration
einzelner Partikel verhindert wird. Gleichzeitig wird auch die Adhäsion auf
Gefäßoberflächen, wie z.B. Glas, unterbunden.
Die untersuchten Partikel werden in Suspensionen hergestellt oder ver-
wendet und sind damit nicht direkt einer Untersuchung mit dem RKM zu-
gänglich, welche auf einer Oberfläche fixierte Objekte erfordert. Der Immo-
bilisierung der Partikel für eine Abbildung mit dem RKM wird durch eine
Trocknung der Suspension auf einer Oberfläche [91, 90, 92] möglich. In wäss-
riger Lösung unterbleibt die Haftung an Oberflächen wie Glas, Silizium oder
Glimmer wegen der umgebenden Tensidschicht. Dieser Prozess birgt poten-
ziell das Risiko, viele Eigenschaften der Partikel zu verändern. Sehr wesent-
lich beeinflussen das Material der Partikel und die Beimengungen (Tenside,
Puffersalze) die Möglichkeiten der Untersuchung mit dem Raster-Kraft-Mi-
kroskop, weswegen die verschiedenen Partikeltypen für eine Untersuchung
mit dieser Methode unterschiedlich zugänglich sind. Es ist damit zu rechnen,
dass der Trocknungsprozess die Morphologie der Oberfläche verändert, die
Proben weitgehend dehydriert sind und dass es während des Trocknungspro-
zesses zu einer Clusterung der Partikel kommen kann. Anders als bei einer
Untersuchung solcher Proben im Rasterelektronenmikroskop, brauchen die
Proben aber nicht in ein Vakuum gebracht werden, womit der Grad der De-
hydrierung geringer ist [92]. Eine Immobilisierung durch eine Einbettung in
eine Gel-Matrix [93] ist aber im Allgemeinen nicht möglich, da sie spezielle
Bedingungen an den Aufbau und die Zusammensetzung der Partikel stellt.
Untersucht wurden unterschiedliche Typen von Partikeln, von denen hier
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zwei vorgestellt werden. Es handelt sich um Polymerpartikel und so genannte
SLN. Die Bezeichnung SLN ist aus dem englischsprachigen Begriffen „solid
lipid nanoparticle“ abgeleitet und beschreibt Partikel, deren Kern sich aus
verschiedenen Lipiden und lipidähnlichen Substanzen zusammensetzt und
durch eine Tensidhülle umgeben werden. „Solid“ deutet darauf hin, dass es
sich um Substanzen handelt, welche sich bei Körpertemperatur in einem kris-
tallinen Zustand befinden [90]. Anders als bei den SLN wird der Kern eines
Polymerpartikels durch Polymere wie z.B. Polyalkylcyanoacrylat oder Poly-
styrol gebildet und ebenfalls durch beigemischte Tenside vor einer Agglome-
ration geschützt.
Die Partikel wurden von den Kooperationspartnern aus Versuchsserien
bereitgestellt. Von daher waren die Suspensionen vor der Verwendung für
die Raster-Kraft-Mikroskopie 500 bis 2000fach zu verdünnen [91], um die
relative Partikelanzahl und die Konzentration der Beimengungen zu vermin-
dern. Einige µl dieser verdünnten Suspension wurden auf Siliziumoberflächen
oder frisch gespaltenem Glimmer aufgetragen und anschließend einem Trock-
nungsprozess unterzogen, bevor sie mit dem RKM untersucht wurden .
3.2.1 Polymerpartikel
Der Verdünnungs- und Trocknungsprozess wirkt sich unterschiedlich stark
auf die Partikel in den Suspensionen aus. Die hier gezeigten Partikel bestehen
aus Polyglycedylmethacrylat und überstehen den Prozess. Einzelne Partikel
können durch das RKM abgebildet werden, wie es in der Abbildung 3.1 zu
sehen ist.
In der Abbildung 3.1 dargestellt sind Polymerpartikel aus einer Suspensi-
on, welche auf frisch gespaltenem Glimmer aufgetragen und getrocknet wur-
de. Die Abbildung selbst erfolgte an Luft unter Umgebungsbedingen mittels
TM-AFM. Die Trockenpräparate solcher Partikelsuspensionen ermöglichen
die Visualisierung der Partikel mit dem RKM und ermöglichen eine Messung
der Partikelhöhe aus den erhaltenen Abbildungen. Hierzu können Lineplots
an den jeweiligen Partikeln herangezogen werden, wie es in der Abbildung
3.1b) dargstellt ist. Die jeweils in der Umgebung der Partikel zu findenden
Strukturen deuten an, dass der Trocknungsprozess wahrscheinlich starke Ver-
änderungen an der Hülle der Partikel hervorruft und diese verändert. Das
Hüllenmaterial scheint sich um den Partikel herum abzulagern. Gemesse-
ne Höhen und damit Durchmesserangaben der Partikel müssen daher nicht
zwingend mit Messergebnissen aus anderen Methoden, z.B. der Photonenkor-
relationsspektroskopie, übereinstimmen. Dehydration und Veränderungen an
der Hülle können systematische Messwertunterschiede hervorrufen.
Die Partikel erscheinen in der Abbildung als konusförmige Objekte. Das
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Abbildung 3.1: a) TM-AFM Abbildungen eines Trockenpräparates von Po-
lymerpartikeln aus Polyglycedylmethacrylat auf Glimmer an Luft. Zu sehen
sind einzelne Partikel der getrockneten Suspension, welche von einer Struk-
tur umgeben sind, die wahrscheinlich aus Resten der Tensidhülle der Partikel
oder durch Agglomeration kleinerer Partikel während der Trocknung gebildet
wird. b) Der Linienplot zeigt das gemessene Höhenprofil entlang der Markie-
rung in a).
ist mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht deren Aussehen. Aufgrund der Größen-
verhältnisse der Partikel und der Messspitze des RKM ist in der Abbildung
im einfachsten Fall eine Faltung aus Spitzenform und Partikelform zu sehen.
Ein Teil dieser Effekte kann durch Berechnungen vermindert, jedoch nicht
komplett rückgängig gemacht werden [94]. Die Abbildung mit dem RKM er-
gibt daher nur eine unvollständige Angabe zur ursprünglichen Partikelform.
Ein anderer Aspekt ist, dass die Suspension nicht über die Fläche gleich-
mäßig trocknet und damit Gebiete mit unterschiedlicher Partikeldichte ent-
stehen. Ein Aufschluss über die Partikelkonzentration kann durch eine Ab-
bildung mit dem RKM nicht erhalten werden.
3.2.2 Solid Lipid Nanoparticle (SLN)
Der Kern der SLN aus Lipiden oder lipidartigen Substanzen, die in eine
Tensidhülle eingeschlossen sind. Die Substanzen im Kern sind bei Raumtem-
peratur in einem kristallinen Zustand [90]. Verschiedene Proben solcher SLN
wurden für die Abbildung mit dem RKM in gleicher Weise wie die Polymer-
partikel vorbereitet und abgebilet. Die Abbildungen 3.2 und 3.3 wurden an
zwei verschiedenen Proben an Luft mit TM-AFM gewonnen. Die Abbildung
3.2 zeigt einen Flächenscan als Topographie und Phasenabbildung. Deutlich
sichtbar sind in 3.2a) einige geclusterte Bereiche, in welchen sich immobili-
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Abbildung 3.2: a) Topographische Abbildung einer getrockneten Suspension
von SLN, welche mittels TM-AFM hergestellt wurde. Die Höhenskale beträgt
ca. 97 nm. b) Phasenkontrast-Abbildung des gleichen Probenausschnitts. Der
Phasenkontrast zeigt 3 wesentliche Kontraststufen, welche mit Strukturen in
der Topographieabbildung (a) korrelieren.
sierte Partikel befinden. In der Phasenabbildung 3.2b) desselben Bereiches
sind diese Partikel durch einen dunklen Farbton gekennzeichnet, welche durch
einen Bereich mit einer anderen Farbe umschlossen werden. Zwei unterschied-
liche Farben stehen für unterschiedliche Phasen der Federbalken-Oszillation.
Phasenabbildungen geben Hinweise auf lokale Veränderungen der Feder-
balkenwechselwirkung mit der Probenoberfläche. Nach Gleichung 2.15 ist der
Tangens des Phasenwinkels abhängig von kp und γp, welches die Feder- bzw.
die Dämpfungskonstante der Probe im verwendeten Wechselwirkungsmodell
sind. Unterschiedliche Stoffe (oder unterschiedliche Zustände eines Stoffes)
werden sich in der Regel durch verschiedene Konstanden kp und γp auszeich-
nen. Damit ist eine lokale Veränderung der Phase ein Indiz für eine lokale
Veränderung des Materials der Probenoberfläche.
Das die Partikel umgebene Material könnte von den der Suspension beige-
mischten Tensiden stammen, welche ursprünglich eine Hülle um die Partikel
in der Suspension bildeten. In der Topographie-Abbildung wird dieser Be-
reich um die Partikel herum als abgelagerte Schicht sichtbar. Weiterhin zu
erkennen sind einige tiefere Regionen, die wahrscheinlich den Probenträger
zeigen.
Die Abbildung 3.3 zeigt eine perspektivische Darstellung eines großen
abgebildeten Partikels aus einer Mischung von Mono-, Bi- und Triglyzeriden
(Compritol). Die Schmelztemperatur dieser Substanz liegt über 60◦C und
liegt damit weit über der Umgebungstemperatur während des Abbildungs-
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Abbildung 3.3: a) Topographie-Abbildung einer Mischung aus Mono-, Bi- und
Triglyzeriden (Compritol) an Luft durch TM-AFM. Die Höhenskale beträgt
ca. 75 nm. b) Die räumliche Darstellung der Topographie eines Ausschnitts
aus der Abbildung zeigt eine Schichtanordnung der Glyzeride.
sprozesses. Die erkennbare treppenartige Struktur der abgebildeten Oberflä-
che zeigt damit die Schichtanordnung der Glyzeride, welche den Partikelkern
bilden. Eine solche Schichtanordnung kann durch eine kristalline Anordnung
der Glyzeride [90] während der Herstellungsphase begründet werden. Aber
auch in dieser Darstellung wird eine Ablagerung um den Partikel herum
sichtbar, deren Ursache ähnlich dem vorher gezeigten Beispiel sein wird.
Die beiden Beispiele zeigen, dass Untersuchungen mit dem Raster-Kraft-
Mikroskop einen ergänzenden Beitrag zu Fragestellungen im Zusammenhang
mit den untersuchten Partikeln liefern können. Eine direkte Untersuchung der
Partikel in der Suspension, also der Umgebung, in der sie definiert sind, ist im
allgemeinen Fall nicht durchführbar, da die Partikel vor einer Abbildung mit
dem RKM auf einer möglichst ebenen Fläche zu immobilisieren sind. Dieses
geschieht durch Trocknung einer Suspension auf einem Probenträger. Ähnlich
wie bei Untersuchungen mit dem Rasterelektronenmikroskop verändert der
notwendige Trocknungsprozess die Morphologie der Proben.
Der Vorteil der Raster-Kraft-Mikroskopie liegt in der einfachen Weise der
Probenaufbereitung und der Möglichkeit einer topographischen Visualisie-
rung nach der Trocknung, welche Rückschlüsse auf den Aufbau der unter-
suchten Partikel zulässt.
Die Partikelsuspensionen, auch wenn sie nur aus wenigen Komponenten
bestehen, erzeugen durch den Prozess der Trocknung eine hohe Variabilität
an mit dem Raster-Kraft-Mikroskop abbildbaren Strukturen und erhaltenen
Resultate deuten darauf hin, dass die Trocknung bei den SLN zu erheb-
lichen Veränderungen führt. Für weitergehende systematische Studien, wie
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der Wechselwirkung der Partikel mit Membranen, deutet sich damit die Not-
wendigkeit einer Modellierung einzelner Komponenten an. Das ist möglich,
da eine Reihe von diskutierten Fragestellungen auch nicht notwendigerweise
die Partikel als gesamte Einheit betreffen und vielmehr auch Fragestellungen
hinsichtlich der Wirkungen der pharmazeutisch wirksamen Bestandteile oder
der notwendigen Beimengungen (Tenside) bestehen.
3.3 Zellen
Abbildung 3.4: a) TM-AFM-Abbildung eines Hautpräparats (Schwein) an
Luft. Die Höhenskale beträgt etwa 5µm. b) Topographie-Abbildung eines hu-
manen Keratinozyten in Pufferlösung durch TM-AFM. Die Höhenskalierung
des dargestellten Ausschnitts beträgt rund 3µm. c) räumliche Darstellung
der Abbildung.
Das Raster-Kraft-Mikroskop ist ebenfalls für Abildungen in Flüssigkeiten
geeignet und ermöglicht damit auch die Abbildung von biologischen Zellen
[23, 95] und eignet sich unter günstigen Bedingungen auch für die Messung
mechanischer Eigenschaften der Membrane [96]. Aus dieser grundsätzlichen
Sicht erscheint es möglich, Informationen über die Interaktion von Nanoparti-
keln oder membranwirksamer Stoffe mit den Zellmembranen in Pufferlösung
durch Abbildungen zu erfassen.
Keratinozyten, also Hautzellen, sind für Untersuchungen mit dem RKM
zugänglich, da sie auf festen Unterlagen kultivierbar sind oder als Präparate
von Organismen gewonnen werden können, welche für die Abbildung an Luft
aufbereitet werden können. Die Abbildung 3.4 zeigt für beide Varianten eine
durch das RKM hergestellte topographische Abildung von Hautzellen. 3.4a)
zeigt einen Ausschnitt eines Hautpäparates an Luft und in 3.4b,c) wird eine
in Nährlösung auf Glas kultivierte Zelle gezeigt. Die Abbildung an Luft zeigt
die oberste Schicht der Haut und damit eine abgestorbene Zelle.
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Biologische Zellen sind damit sowohl im abgestorbenen als auch im le-
benden Zustand für die Abbildung mit dem RKM zugänglich. Aus den Ab-
bildungen werden auch die Ausdehnungen der Objekte deutlich. In alle 3
Raumrichtungen liegen die Abmaße auf der µm Skale für das gesamte Ob-
jekt. Aber auch lokal zeigt eine lebende Zelle viele Strukturen.
Mit Hinblick auf die abschließenden Ausführungen aus dem vorangegan-
genen Abschnitt, ist auch hier abzuschätzen, ob die topographische Abbil-
dung einzelner kompletter Zellen für eine systematische Untersuchung zur
Wechselwirkung der in Zusammenhang mit den Partikeln wesentliche Infor-
mationen liefern kann, zumal die Wechselwirkungsmechanismen auf biologi-
schen Membranen sehr komplex werden können [97] und damit eine sichere
Interpretation erhaltener Kontraste erschwert wird.
Die durchgeführten Messungen haben gezeigt, dass reale biologische Sys-
teme für Messungen mit dem RKM sehr groß sind und eine hohe Komplexität
an Strukturen vorweisen. Eine differenzierte Untersuchung einzelner Interak-
tionen mit Partikeln oder Pharmaka wird dadurch verhindert. Wie auch in
anderen Untersuchungen ist es daher notwendig, speziell für die Methodik
des Raster-Kraft-Mikroskops und die gewünschten zu untersuchenden Inter-
aktionen angepasste Modelle für die Zelle zu entwickeln. In ähnlicher Weise
konnten an Modellen die Kräfte von Antikörperwechselwirkungen gemessen
werden [17, 18]. Für das hier gestellte Problem wären wesentliche Eigenschaf-
ten der Zellmembrane für das RKM zu modellieren und dann für Experimente
zu nutzen.
Kapitel 4
Modelloberflächen
4.1 Lipidmembranmodelle
Raster-Kraft-Mikroskopie-Untersuchungen wurden an biologischen Membra-
nen und für Prozesse angestellt, welche mit ihnen verbunden sind. [98, 40]
Um die Eigenschaften biologischer Membrane zu verstehen, ist es notwen-
dig, ihre Grundstruktur, Lipidbilayer, zu studieren. Modellsysteme können
die Aktivität der Membrane und Proteine hinsichtlich ihrer Funktion und
Struktur [99] simulieren. Für die Entwicklung von Studien über das Verhal-
ten von biologischen Membranen kann man Phospholipidmembran-Modelle
benutzen [100, 101, 102, 103, 104, 105, 106]. Der Gebrauch von Modell-
membranen, welche nur aus einer oder mehreren, aber einer kleinen Anzahl
von Phospholipidkomponenten bestehen, hat den Vorteil der Vereinfachung
[107, 108, 109, 110].
Das Studium an Modellmembranen erlaubt eine Bewertung von einzel-
nen Phänomenen an welchen die Phospholipide beteiligt sind. Danach können
die durch Modelle erhaltenen Informationen benutzt werden, um das Wissen
über die komplexeren Systeme, wie z.B. eine reale Zellmembran, zu vervoll-
ständigen.
Lipid-Monolayer und -Bilayer auf festen Trägern zogen ein beträchtliches
Interesse in der Forschung im letzen Jahrzehnt auf sich. Diese Modelle wurden
für Studien der Struktur und Eigenschaften natürlicher Membranen und für
die Erforschung biologischer Prozesse [111, 112], einschließlich der molekula-
ren Reorganisation, der Antigen/Antikörper-Wechselwirkung [112], der En-
zymkatalyse und Membranfusion [106, 113, 114], Biosensoren [115], Biofunk-
tionalisierung von anorganischen Festkörpern und der DNS-Immobilisierung
[116] benutzt.
Lipidmembrane können in unterschiedlicher Weise auftreten und in der
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Forschung genutzt werden. Für zahlreiche Experimente werden sie in Form
von Vesikeln hergestellt und genutzt. Für Raster-Kraft-Mikroskop-Unter-
suchungen werden planare Lipidmembrane auf festen, ebenen Oberflächen
präpariert. Die Stabilität, die Morphologie oder die Anordnung der Moleküle
in diesen Filmen ist bis heute noch Gegenstand zahlreicher Untersuchungen,
zu welchen das Raster-Kraft-Mikroskop einen kleinen Beitrag liefern kann.
[117, 118] Membrane aus Phospholipiden können aber, auch als Modell für
Zellmembrane dienen, wenn man sich für Vorgänge interessiert, die mit der
Lipidmatrix der Zellmembrane verknüpft sind.
4.2 Das Phospholipid
Lipide sind Biomoleküle, welche in Wasser unlöslich und in organischen Lö-
sungsmitteln sehr gut löslich sind. Eine wesentliche Beteiligung besitzen sie
an der Speicherung von Energie im Organismus und an der Bildung der Zell-
membranen. 5 × 106 Lipidmoleküle bilden etwa 1µm2 einer Zellmembran
[119]. Die drei prinzipiellen membranbildenden Lipidklassen sind Phospho-
lipide, Glykolipide und Cholestrerol. Alle Membranlipide haben eine struk-
turelle Gemeinsamkeit: Sie sind amphiphil; d.h. ein Ende des Moleküls ist
hydrophob (praktisch nicht polar) und das andere Ende ist hydrophil (po-
lar). Der Grad der Amphiphilität hängt von den strukturellen Details des
Lipidmoleküls ab. [120, 121]
Eine Gruppe der Phospholipide wird durch Lipide mit einer Phosphocho-
lin-Kopfgruppe, den Phosphatidylcholinen, gebildet. Bei einem derartigen
Phospholipid (Abbildung 4.1) bindet die polare Phosphocholin-Kopfgruppe
über eine Esther-Bindung an ein C-Atom aus dem Glyzerinrest. An die an-
deren zwei C-Atome des Glyzerinrestes binden ebenfalls über eine Esther-
Bindung zwei Fettsäuren (R1, R2).
Während die Phosphocholin-Kopfgruppe und der Glyzerinrest für alle
Phosphatidylcholine gemeinsam sind, sind die vorkommenden Fettsäuren
variabel und bestimmen somit die physikalischen und chemischen Unter-
schiede zwischen den einzelnen Phosphatidylcholinen. Die Abbildung 4.1
zeigt das Phospholipid POPC. POPC ist dabei eine in der Praxis gebrauch-
te Abkürzung der Bezeichnung der Substanz, welche 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-
Phosphatidylcholin ist. Eine andere Möglichkeit der Bezeichnung ist 16:0-
18:1 PC. Darin wird durch 16:0 eine Fettsäure mit 16 C-Atomen und ohne
Doppelbindung (Palmitinsäure) beschrieben. 18:1 bezeichnet eine Fettsäure
mit 18 C-Atomen mit einer Doppelbindung (Ölsäure). PC steht für Phos-
phatidylcholin, also für die Kopfgruppe.
Im lebenden Organismus kommen verschiedene Lipide aus der Gruppe
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Abbildung 4.1: Die chemische Struktur des Phospholipids POPC als Beispiel
für ein Lipid aus der Gruppe der Phosphatidylcholine. Dieses Phosholipid
setzt sich aus der Kopfgruppe, welche aus dem Cholin und dem Phosphatrest
gebildet wird, dem Glyzerinrest und den zwei Fettsäuren R1 (Palmitinsäure)
und R2 (Ölsäure) zusammen.
der Phosphatidylcholine vor (u.a. POPC), welche sich durch unterschiedlich
lange CH-Ketten der Fettsäuren und der Anzahl der Doppelbindungen in
diesen unterscheiden. Beobachtet werden Kettenlängen von 14 - 24 Kohlen-
stoffatomen mit bis zu 6 Doppelbindungen. Die daraus resultierenden un-
terschiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften der einzelnen
Moleküle und deren Mischungen sind im Organismus mitverantwortlich für
die hohe Variabilität des Lebens.
4.2.1 Verwendete Phospholipide
Für die Auswahl der Lipide wurden unterschiedliche Kriterien berücksichtigt.
Die Lipide sollen in einem Membranmodell für eine biologische Membran
verwendet werden. Es sind daher Lipide auszuwählen, welche auch natürli-
cherseits vorkommen und in den Zellmembranen auch zu einem wesentlichen
Bestandteil gehören. Das ist mit den Phospholipiden aus der Gruppe der
Phosphatidylcholine erfüllt. [119] Weiterhin bestehen Zellmenbrane aus Mi-
schungen verschiedener Lipide und weiteren Bestandteilen (z.B. Proteinen).
Im günstigen Fall sollte die Auswahl der Lipide auch Lipidmischungen zu-
lassen. Die getroffene Auswahl der Lipide aus der Gruppe der Phosphatidyl-
choline ist in der Tabelle 4.1 zu finden.
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Name Struktur Übergangstemperatur Tm ◦C
DMPC 14:0 24
DPPC 16:0 41
POPC 16:0-18:1 -2,7
DOPC 18:1 -20
PC – –
Tabelle 4.1: Die für Untersuchungen verwendeten Phospholipide mit deren
Struktureigenschaften und den Übergangstemperaturen Tm [122, 123, 124].
PC ist eine Mischung verschiedener Lipide und wird aus natürlichen Quellen
gewonnen.
In der Auflistung ist auch PC enthalten. PC ist eine Mischung einer Zahl
von Phosphatidylcholinen, welche aus dem Hühnerei gewonnen werden. Die
Angabe einer Struktur oder einer Übergangstemperatur sind deswegen nicht
sinnvoll.
Die Übergangstemperatur Tm ist ein im Zusammenhang mit dem Phasen-
übergang von Membranen, welche aus den jeweiligen Lipiden aufgebaut sind,
definierter Begriff und hat ihren Ursprung in der Konfigurationsänderung der
Moleküle in Abhängigkeit von der Temperatur.
4.2.2 Membrane aus Phospholipiden
Phospholipide sind amphiphile Moleküle und können in polaren Flüssigkeiten
wie Wasser sich in geordneten Strukturen organisieren. Eine Möglichkeit ist
die Ausbildung von Bilayern, welche die Funktion einer Membran von Zel-
len übernehmen können. Die Lipide bilden eine Doppelschicht, den Bilayer,
derart, dass die polaren hydrophilen Kopfgruppen nach außen und zum um-
gebenden wässrigen Medium weisen, während die aliphatischen hydrophoben
Kohlenwasserstoffketten das Innere bilden [64]. Eine besondere Variante da-
von stellen planare Bilayer auf festen Trägern dar. Die Abbildung 4.2 zeigt
ein Schema einer Anordnung von Lipidmolekülen auf einem festen Träger in
wässriger Umgebung. Prinzipiell können alle der ausgewählten Lipide solche
Bilayer bilden. Es ist ebenfalls möglich, ganze Stapel von Bilayern herzustel-
len, was bei Röntgendiffraktionsmessungen benutzt wird [125].
Die physikalischen Eigenschaften und die Stabilität der Filme, die durch
die Bilayer gebildet werden, hängen von verschiedenen Faktoren ab. In Ab-
hängigkeit von der Temperatur, können Bilayer, welche aus einem Lipid ge-
bildet werden, sich in einer flüssig-kristallinen Phase (Lα) oder einer fest-
kristallinen Phase (Lβ) befinden. Detaillierte Untersuchungen weisen beim
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung eines planaren Lipidbilayers auf
einem hydrophilen festen Träger. Durch die Anwesenheit von Wasser organi-
sieren sich die amphiphilen Lipide derart, dass möglichst nur die hydrophilen
Kopfgruppen mit Wasser in Kontakt kommen.
Übergang in einem bestimmten Temperaturbereich auf eine weitere Phase,
der sogenannten Ripple-Phase hin [126, 127, 128, 42]. In der fest-kristalline
Phase (Gel-Phase) befinden sich die Moleküle in einer relativ starren An-
ordnung zueinander, welche durch die van-der-Waals-Bindung zwischen den
ausgerichteten Kohlenstoffketten dominiert wird [121, 129]. Die Ursache für
den Übergang in die flüssig-kristalline Phase sind Fluktuationen (gauche-
transformation) der Kohlenstoffketten bei höheren Temperaturen [123, 130].
Dieser Übergang erfolgt in der Region der Übergangstemperatur Tm, welche
für die verschiedenen Lipide stark variiert. Diese Temperatur steigt mit der
Anzahl der CH in den aliphatischen Ketten und sinkt mit der Anzahl der
Doppelbindungen darin. Während des Übergangs ergeben sich Änderungen
in der Oranisation der Membran. Die Enthalpie erhöht sich abhängig von der
Kettenlänge ungefähr um 20-40 kJmol−1, das Volumen um ca. 4% und die
Fläche um ca. 25% [122, 45].
Unterschiedliche Phasen in Lipidbilayern, welche nur aus einer Kompo-
nente bestehen, können während der Erwärmung des System beobachtet wer-
den, wenn die Temperatur des Systems in der Nähe der Übergangstempe-
ratur Tm des betrachteten Phospholipids ist [45, 131]. Für DMPC wurde
experimentell gezeigt, dass in einem Temperaturintervall während des Pha-
senübergangs die Gelphase und die flüssige Phase koexistieren können. Die
Übergangstemperatur aus der Gel in die flüssige Phase liegt in einem Be-
reich zwischen 20–30 ◦C [132, 133], wobei die Temperatur graduell bis über
den Phasenübergang erhöht wurde [101, 133].
Die Schichtdicke eines Bilayers ist abhängig vom Material und der Hy-
dratation des Bilayers [134, 135, 105]. Die Materialabhängigkeit wird durch
die unterschiedlich langen CH-Ketten evident. Untersuchungen haben aber
ebenfalls darauf hingewiesen, dass die Hydratation des Bilayers eine entschei-
dende Rolle spielt, welche aber im Fall von RKM Messungen in Flüssigkeiten
durch den Überschuss von Wasser gegeben ist. Messungen an Luft hingegen
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werden nur unvollständig hydrierte Bilayer repräsentierern.
4.2.3 Phospholipidmischungen
Unter bestimmten Bedingungen von Temperatur und Druck, abhängig von
ihrer Zusammensetzung, separieren sich Phospholipidmischungen in zwei
nicht mischbare Phasen, von denen gegebenenfalls eine in der Gel-Phase (Lβ)
und die andere in der flüssigen Phase (Lα) verbleibt. [109, 136, 137, 138, 139]
Gleichwohl existieren immer noch offene Fragen in Verbindung mit der Misch-
barkeit der Gel-Phase in der flüssigen Phase und umgekehrt. In einem Misch-
system aus Phospholipiden, d.h. einer Mischung aus zwei oder mehr Kom-
ponenten, ist das Auftreten von unterschiedlichen Phasen prinzipiell mit der
Präsenz von unterschiedlichen Ketten der Fettsäuren (in einigen Fällen ein-
fach oder mehrfach ungesättigt) verbunden. Für eine Mischung von Phospho-
lipiden kann die Morphologie der Aggregate im Gel-Zustand in den Regionen
der gel-flüssig Koexistenz kompakt oder verzweigt sein [110].
Lipidfilme sind als Modelle für biologische Membranen sind ausgiebig
untersucht worden und haben viele Informationen über Lipid-Lipid Anord-
nungen und die Wechselwirkung mit Proteinen geliefert [136, 140, 141].
Untersuchungen über die Phasenseparation in Phospholipidfilmen haben
sich als besonders nützlich für das Studium der Lipiddomänen gezeigt. Sol-
che Domänen sind Regionen in der Membran, welche durch die Existenz der
Phasenseparation auf Grund der Anwesenheit unterschiedlicher Lipidkompo-
nenten gebildet werden. Ihre Größe kann einige Nanometer bis Mikrometer
betragen [133, 142].
Lipiddomänen haben eine große biochemische Bedeutung, weil sie direkt
an der Organisation der Proteine beteiligt sind [143]. Alles was die Anordnung
dieser Domänen verändert, könnte auf diese Weise Veränderungen in der
Funktion der Membran hervorrufen, da der funktionale Mechanismus auf auf
dem Zusammenhang der Komponenten beruht.
4.3 Methoden der Herstellung der Modello-
berfläche
Die Selbstorganisation der Monolayer, einfachen Bilayer und Multilayer aus
Phospholipiden auf festen Trägern hat ein beachtliches Interesse verschie-
dener Forschungsrichtungen erhalten [98]. Strukturell sind die Phospholipid-
membrane
stark an wässrige Umgebungen gebunden. Folgerichtig sind für biologisch re-
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levante Untersuchungen an der Struktur der Lipidbilayer, ihrer Eigenschaften
oder Wechselwirkungen physiologisch nahe Bedingungen einzuhalten.
Viele für das RKM geeignete Präparationsmethoden für Phospholipid-
membranen wurden entwickelt. Unter ihnen sind die Vesikelfusion auf festen
Trägern [102, 101, 109, 110, 113, 115], die elektrochemische Bildung von Bi-
layern [144], der Deposition mit Langmuir-Blodgett-Technik [145, 146, 147]
oder mit Solution Spreading [148, 149, 150]. Diese Phospholipidmembrane als
Modellsysteme sind auf festen Trägern deponierte Mono-, Bi- oder Multilayer
von Phospholipiden.
Die Vesikelfusion und das Solution Spreading wurden für die Präparation
der Modelloberflächen bezüglich der Verwendbarkeit eingehender untersucht.
Beide Methoden bieten die Möglichkeit der Deposition von Bilayern und teil-
weise auch von Multilayern auf festen Trägern. Im Vergleich mit den weiteren
zur Verfügung stehenden Methoden sind beide in der Handhabung reprodu-
zierbar in einer kompakten Laborumgebung durchzuführen.
Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass sie für die Zielsetzung der Herstel-
lung der gewünschten Modellmembranen geeignet sind. Die Vesikelfusion
lässt sich in wässriger Umgebung gut für die Herstellung eines Bilayers ver-
wenden, während das Solution Spreading ebenfalls die Herstellung von Multi-
layern zulässt. Multilayer können ebenfalls durch das Trocknen einer Vesikel-
suspension erzielt werden. In Bezug auf Messungen mit dem RKM könnten
Multilayer dazu beitragen, die Einbettung großer Moleküle (z.B. Proteine)
zu untersuchen, welche durch die räumliche Nähe eines festen Trägers bei
einem einfachen Bilayer beeinflusst werden könnte.
4.3.1 Vesikelfusion
Die Voraussetzung der Anwendung der Methode der Vesikelfusion zur Her-
stellung von Bilayern auf Trägern, ist die Verfügbarkeit von Vesikeln. Vesikel
entstehen infolge einer Selbstorganisation von Lipiden, wie auch vielen an-
deren amphiphilen Molekülen, in wässriger Umgebung. Es sind Flächen von
Bilayern welche ein Volumen einschließen. Dieses Volumen wird aus dem um-
gebenden Medium durch den Bilayer abgetrennt. Der Bilayer kann damit als
Membran betrachtet werden. Die Bildung und die Eigenschaften der Vesikel
sind ein Gegenstand vielseitiger Untersuchungen.
Die Herstellung der Vesikel kann durch verschiedene Methoden erfolgen.
Im einfachsten Fall reicht ein Schütteln einer Suspension von Lipiden in Was-
ser mit einem Vortexer, um Vesikel herzustellen. Ebenso ist es denkbar, mit-
tels Ultraschall die Bildung von Vesikeln in der Suspension zu erzielen. Beide
Methoden ergeben multilamellare Vesikel, die nicht für alle Anwendungszwe-
cke ausreichend sind. Mit Pressverfahren durch feinporige Membrane können
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Abbildung 4.3: a,b)Formierung eines Bilayers auf einer Glimmeroberfläche
durch Fusion von DPPC-Vesikeln. Die Abbildung mit TM-AFM erfolgte bei
Raumtemperatur in Wasser. Zu sehen sind sowohl einzelne adhärierte Vesikel
oder Reste von diesen, als auch eine Fläche, welche durch einen kontinuier-
lichen Bilayer gebildet wird. Weiterhin gezeigt ist c) ein Linienplot, a) eine
räumliche Animation der Abbildung und d) die Phasenkontrastabbildung,
welche deutlich einen Kontrastunterschied zwischen dem Probenträger und
der Lipidoberfläche zeigt.
auch unilamellare Vesikel in einer engen Größenverteilung produziert wer-
den. Für die Herstellung von geträgerten Bilayern für Experimente mit dem
Raster-Kraft-Mikroskop lassen sich alle diese Vesikel unabhängig von ihrer
Herstellungsmethode verwenden.
Wird eine Vesikelsuspension in Kontakt mit einer Oberfläche gebracht, so
kann es dazu kommen, dass ein Vesikel an der Oberfläche haften bleibt und
platzt. Bei hinreichender Annäherung an eine Oberfläche wie gereinigtem
Silizium, hydrophilisiertem Silizium oder frisch gspaltenem Glimmer gibt es
offensichtlich eine schwache Interaktion des Bilayers mit der Trägeroberflä-
che. In der Raster-Kraft-Mikroskop-Abbildung 4.3 sind einzelne Vesikel zu
erkennen, welche auf diese Weise zum Beginn einer vollständigen Bedeckung
der Trägeroberfläche mit Lipidmaterial beitragen, welche sukzessive durch
weitere Vesikel erfolgt.
Vor einer Abbildung mit dem RKM müssen überzählige Vesikel fortgewa-
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schen werden, da sie den Lichtzeiger des Auslenkungsdetektors beeinflussen.
Dieses muss sanft geschehen, da die Haftung der Lipidlayer an der Trägero-
berfläche in den meisten Fällen nicht stark ist.
Die Abbildung 4.3 zeigt eine beginnende Formierung eines Lipid-Bilayers
aus DPPC durch Vesikelfusion. Die Vesikel sind in Wasser hergestellt worden
und die Glimmeroberfläche, welche den festen Träger darstellt, eine Zeit bei
einer Temperatur über der Übergangstemperatur von DPPC mit einer Vesi-
kelsuspension benetzt worden. Der Vorgang wurde nach 1 h abgebrochen und
nicht haftende überschüssige Vesikel vorsichtig weggewaschen, wobei bis hin
zur Abbildung mit dem Raster-Kraft-Mikroskop niemals das Wasser entfernt
wurde. Die Abbildung der Oberfläche fand nach einer langsamen Abkühlung
bei Raumtemperatur statt. Im Ergebnis zu sehen sind einige kleine Inseln,
welche durch die Anhaftung eines Vesikels gebildet wurden. Daneben ist ein
größerer Bereich erkennbar, der eine durch einen Bilayer gebildete geschlos-
sene Fläche darstellt. Die Höhendifferenz von etwa 6 nm gibt ein deutliches
Indiz auf das Vorhandensein eines Bilayers aus DPPC. Ein weiteres Indiz
für diese Interpretation ist durch die gemessene Phasenverschiebung (Abbil-
dung 4.3d)) im TM-AFM gerechtfertigt. Der unterschiedliche Kontrast deutet
auf eine veränderte Wechselwirkungsmechanik in der Abbildung hin, die in
diesem einfachen System aus nur zwei Komponenten nur durch das Vorhan-
densein eines anderen Stoffes, des DPPC, interpretiert werden kann und in
wässriger Umgebung sich nur Bilayer oder vielfache davon ausbilden können.
Die Eigenschaften eines Lipidbilayers sind, wie bereits an anderer Stelle
erwähnt, abhängig von chemischen Eigenschaften des Mediums das sie um-
gibt und mindestens weiterhin temperaturabhängig. Die Wahl des Mediums
ist häufig an experimentelle Fragestellungen gebunden und es kommen damit
neben Wasser auch verschiedene Pufferlösungen in Frage. Die Temperatur,
bei der die Vesikel hergestellt und verarbeitet werden und sollte während des
Umgangs mit den Vesikeln über der Übergangstemperaur der verwendeten
Lipide liegen, so dass man davon ausgehen kann, dass sich die Bilayer im
flüssigen Zustand befinden. Im Fall von DPPC wären das Temperaturen von
über 41◦C.
In Abhängigkeit von der Fragestellung könnte eine Abbildung mit dem
RKM auch bei geringeren Temperaturen vorgenommen werden. Die gezeigten
Abbildungen sind bei Raumtemperatur hergestellt worden.
Eine Variante der Methode der Vesikelfusion ergibt sich durch Trocknung
einer Vesikelsuspension auf einer Oberfläche. Der Entzug von Wasser führt
zu einer Immobilisierung der Vesikel auf der Oberfläche und schrittweise in
Abhängigkeit von der Menge der Lipide in der angewendeten Suspension zur
Ausbildung von Lipid-Multilayern. Die Abbildung 4.4 zeigt einen auf diese
Weise erzeugten Multilayer, welcher durch Trocknung einer Suspension aus
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Abbildung 4.4: a) Raster-Kraft-Mikroskop-Abbildung eines DMPC-
Multilayers auf einer Glimmeroberfläche an Luft. Die hellen Anteile in der
Phasenabbildung b) deuten darauf hin, dass auch Teile der Glimmeroberflä-
che abgebildet worden sind.
DMPC Vesikeln auf Glimmer entstanden ist.
In der Abbildung 4.4a) wird ein fast komplett ausgebildeter Bilayer sicht-
bar, in dem einige Inseln eingelagert sind, die durch Multilayerschichten gebil-
det werden. Die Phasenkontrastaufnahme 4.4b) zeigt einen hellen Streifen,
der mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die Oberfläche des festen Trägers
hervorgerufen wird und korrelliert mit den tiefsten Stellen in der Abbildung
4.4a). Der schwache Kontrastunterschied in der Phase zwischen den Regio-
nen, welche durch einen Bilayer gebildet werden und den Regionen, welche
durch Multilayer gebildet werden, deuten an, dass der erste Bilayer sich me-
chanisch gegenüber den anderen auszeichnet oder aber die Abbildung noch
durch die Wechselwirkung zwischen Spitze und Trägeroberfläche beeinflusst
wird.
Die Herstellung von Lipidbilayern durch die Trocknung der Suspension ist
weitgehend auf Suspensionen beschränkt, welche keine oder nur wenig gelöste
Salze besitzen, welche z.B. aus Pufferlösungen stammen könnten. Solche Bei-
mengungen kristallisieren während der Trocknung aus und können störend
bei der Abbildung mit dem Raster-Kraft-Mikroskop wirken.
Oberflächen, die in der beschriebenen Art hergestellt wurden, können
direkt mit dem Raster-Kraft-Mikroskop an Luft abgebildet werden. Für Un-
tersuchungen in Flüssigkeiten müssen die Lipidlayer erneut mit Flüssigkeit
benetzt werden. Der Prozess der Hydratation und die damit verbundenen
Fragen werden im Zusammenhang mit dem Solution Spreading behandelt.
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4.3.2 Solution Spreading
Die Methode des Solution Spreading auf festen Oberflächen wurde als effizi-
ente und praktische Methode angewendet, um homogene und Substrat ausge-
richtete dünne organische Filme herzustellen. Unter geeigneten Bedingungen
erhält man mit dieser Methode parallel zur Oberfläche ausgerichtete Filme,
die wenige Defekte und eine gut definierte Schichtdicke aufweisen [148].
Multilayer, welche mit dieser Methode hergestellt wurden, wurden für
unterschiedliche Untersuchungen, wie z.B. Röntgendiffraktometrie, Elektro-
nenmikroskopie, Ellipsometrie oder RKM-Messungen an Luft [108] verwendet
und die Ergebnisse zeigen, dass die hergestellten Filme eine hohe Qualität
besitzen.
Für diese Arbeit wurden ausgerichtete Lipidbilayer verschiedener Phos-
pholipide durch diese Methode hergestellt und deren Morphologie, Stabilität
sowie deren Verwendbarkeit für die Raster-Kraft-Mikroskopie in Flüssigkei-
ten untersucht [149].
Alle verwendeten Phospholipide lösen sich in organischen Lösungsmitteln
wie Chlorophorm oder Isopropanol. Die Lipide können in diesen Lösungs-
mitteln gelöst aufbewahrt und gehandhabt werden und für den Auftrag einer
bestimmten Menge eines Lipids wird ein definiertes Volumen einer solchen
Lösung auf die gewünschte Oberfläche aufgebracht. Nach dem Verdampfen
des Lösungesmittels verbleiben die Lipide auf der Oberfläche.
Dieser Vorgang ist hinsichtlich des verwendeten Lösungsmittels in Be-
zug auf die zu beschichtende Oberfläche kritisch. Auf hydrophilen Oberflä-
chen wie hydrophilem Silizium [134, 151, 152] und Glimmer [153] wurden
gute Ergebnisse mit reinem Isopropanol oder einer Mischung von Isopropa-
nol und Ethanol (50/50 vol%) erzielt, da diese Flüssigkeiten die Oberfläche
benetzen. Ein leichter Luftstrom unterstützt das gleichmäßige Verdampfen
des Lösungsmittels. Versuche mit Chloroform waren auf hydrophilen Träge-
roberflächen hinsichtlich der erzielten Resultate weniger erfolgreich, da das
Chloroform die Oberfläche nicht vollständig benetzt und es dadurch zu einer
ungleichmäßigen, lokalen Anhäufung von Lipidmaterial kommt.
Während des Verdampfens des Lösungsmittels kommt es gleichzeitig zu
mehr oder weniger vollständigen Ausbildung einer Bilayerstruktur der Lipi-
de. Über das anfängliche Filmwachstum gibt es bis jetzt nicht viele Kennt-
nisse [149]. Die Experimente zeigen aber, dass die Herstellung von Bilayern
und Multilayern möglich ist. Die Morphologie der erhaltenen Filme besitzt
wahrscheinlich einen Zusammenhang mit der Übergangstemperatur des Li-
pids. Je geringer die flüssig-gelphasen Übergangstemperatur des verwendeten
Lipids war, je ausgedehnter und homogener waren die zu beobachtenden mul-
tilamellaren Oberflächenstrukturen. Bei Raumtemperatur weniger homoge-
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Abbildung 4.5: TM-AFM Abbildungen zweier Multilayer an Luft, welche
durch Solution Spreading hergestellt wurden. a) zeigt einen DMPC Multi-
layer und b) einen Multilayer aus DPPC. Beide Multilayer sind unmittelbar
nach dem Verdampfen des organischen Lösungsmittels abgebildet worden.
ne Strukturen aus Lipiden einer hohen Übergangstemperatur (z.B. DPPC)
ließen sich nachträglich durch die Anwendung von Wärme und gesättigter
Wasserdampfatmosphäre verbessern, wie weiter unten ausgeführt wird. Die
Wasserdampfatmosphäre deutet darauf hin, dass an der Bildung der Bilayer
während des Verdampfens der Lösung das sich in der Regel immer auf hy-
drophilen Oberflächen unter Umgebungsbedingungen befindende Wasser eine
wesentliche Rolle spielt.
Die Abbildung 4.5 zeigt zwei RKM-Abbildungen von Oberflächen die
durch DPPC und DMPC gebildet werden. Aus der Tabelle 4.1 auf Seite
42 kann entnommen werden, dass DMPC gegenüber DPPC eine geringere
Übergangstemperatur besitzt. Die Strukturen der DMPC-Oberfläche in der
Abbildung 4.5b) sind wesentlich ausgedehnter und geordneter als im Ver-
gleich mit denen des DPPC, Abbildung 4.5a).
In vielen Fällen besteht ein Interesse, Bilayer herzustellen, die aus ei-
ner Mischung verschiedener Lipiden bestehen. Das Solution Spreading wur-
de auch mit Mischungen aus in der Tabelle 4.1 aufgeführten Phospholipiden
angewendet. Wie in der Abbildung 4.6 zu sehen, werden auch im Fall von
Lipidmischungen Multilayerstrukturen erzielt. Zu sehen ist in dieser RKM-
Abbildung neben der Topographie, Abbildung 4.6a), auch eine Phasenkon-
trastaufnahme, Abbildung 4.6b), nach welcher die abgebildete Probe aus
einer Mischung aus DPPC und POPC hauptsächlich zwei verschiedene Kon-
trastbereiche zeigt. Auch wenn Proben, die durch Solution Spreading herge-
stellt worden sind, bei Abbildungen an Luft nur partiell hydriert sein werden,
zeigen sie offensichtlich schon eine räumliche Separation der Lipide, welche
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Abbildung 4.6: a) Topographieabbildung eines DPPC/POPC Multilayers
an Luft (TM-AFM), welcher durch Solution Spreading hergestellt wurde. b)
Die Phasenkontrastabbildung deutet darauf hin, dass die gebildeten Bilayer
phasensepariert sind.
im Fall der hier verwendeten Lipide gleichzeitig einer Separation in Gelphase
und flüssiger Phase entspricht, wie sie bei Systemen unter vollständig hy-
drierten Bedingungen aus diesen zwei Substanzen beobachtet werden kann.
Der gemessene Phasenkontrastunterschied, welcher durch eine unterschied-
liche Wechselwirkungsmechanik erklärt werden kann, korreliert mit den ge-
messenen Höhenunterschieden (ca. 1 nm) innerhalb der erhaltenen Bilayer.
In dieser Interpretation entsprächen Bereiche in der dunkleren Farbe dem
Vorkommen eines DPPC reichen Gel-Zustandes.
Durch Solution Spreading an Luft hergestellte Lipidfilme sind unter Um-
gebungsbedingungen nicht vollständig hydriert. Sie geben daher, anders als
Vesikel und deren daraus in wässriger Umgebung hergestellten Lipidlayer,
unmittelbar nach ihrer Herstellung nur teilweise Eigenschaften natürlicher
Lipidmembrane wieder. Vor einer Verwendung als Membranmodell wären die
Eigenschaften der durch Solution Spreading hergestellten Filme unter voll-
ständig hydrierten Bedingungen in Flüssigkeiten zu untersuchen. Aus [154]
ist bekannt, dass für durch Solution Spreading hergestellte Filmen, welche
nachträglich vollständig hydriert wurden, die bekannten Schichtebenenab-
stände gemessen wurden und sich strukturell nicht von anders hergestellten
Filmen unterscheiden.
Andere Aspekte sind die erzielbare zeitliche Stabilität der Lipidfilme und
die Stabilität während des Benetzens mit einer wässrigen Lösung. Zur Zeitsta-
bilität wurde durch Röntgenreflektometrie [151] an DMPC gezeigt, dass sich
bis auf den ersten Bilayer alle Multilayer nahe bei der Übergangstemperatur
von der jeweiligen Unterlage lösen. Die Stabilität der durch Solution Sprea-
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Abbildung 4.7: Die Abbildung zeigt einen durch Solution Spreading herge-
stellten DPPC Multilayer, welcher a) 20 min und b) 30 min sich bei einer
Temperatur von über 40 ◦C in einer gesättigten Wasserdampfatmosphäre be-
funden hat. Deutlich zu sehen ist eine Umordnung des Multilayers und eine
Zunahme der Ausdehnung der Strukturen.
ding hergestellten Multilayer wird demnach zwischen den Lipidmischungen
verschieden sein, da Lipide mit sich stark unterscheidenden Übergangstem-
peraturen verwendet wurden.
Dass Hydratation der Lipidfilme eine starke Umordnung der Morphologie
der Filme hervorrufen kann, wird durch ein Experiment in Wasserdampfat-
mosphäre verdeutlicht. Ein durch Solution Spreading hergestellter DPPC-
Film wird einer gesättigten Wasserdampfatmosphäre bei ca. 40◦C eine Zeit
lang ausgesetzt (in den Abbildungen sind 30min dokumentiert) [149]. Zwei
Etappen dieser Behandlung sind in der Abbildung 4.7 zu sehen und zeigen
eine deutliche Neuanordnung des deponierten Materials. Nach 30min sind
aus den vielen kleinen Strukturen und Inseln, wie sie in Bild 4.7a) zu er-
kennen sind, lamellare Strukturen und größere Terrassen entstanden. Das
topographische Profil in Bild 4.7b), bestätigt die Bildung von weiten Mul-
tilayerstrukturen für die DPPC Probe nach 30min der Wasserdampfexposi-
tion. Die gemessene Dicke der Bilayer beträgt 5–6 nm, was in etwa mit den
Werten für hydrierte DPPC-Bilayer übereinstimmt.
Unabhängig von der gewählten Hestellungsmethode der Lipidfilme erfor-
dert die Anwendbarkeit der Filme für „in-situ“ Experimente, also Experi-
mente in Flüssigkeiten, die Benetzung der Proben mit Flüssigkeit.
Die in der Flüssigkeitszelle des Raster-Kraft-Mikroskops montierten Pro-
ben wurden dafür vorsichtig mit 100–500µl Wasser oder Pufferlösung bei
Raumtemperatur überschichtet. Nach der Justage des RKM, ein Vorgang,
der 15–30min dauert, wurden die Lipidfilme zur Untersuchung ihrer Mor-
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Abbildung 4.8: Topographische Abbildung im MAC-Modus eines DPPC/PC
Bilayers, welcher durch Solution Spreading hergestellt worden ist, in Wasser.
Zu erkennen ist die Glimmeroberfläche und ein Bilayer, der eine Phasense-
paration der verschiedenen Lipide zeigt (PC ist eine Mischung einer Anzahl
verschiedener Lipide).
phologie abgebildet. Die Abbildung der Strukturen in Flüssigkeiten selber
erfolgte in fast allen Fällen in einem dynamischen Modus (MAC-Mode), um
Modifikation der Oberfläche zu vermeiden.
Verschiedene Systeme aus den in der Tabelle 4.1 genannten Phospholipi-
den sind in dieser Weise hinsichtlich ihrer Morphologie nach der Benetzung
untersucht worden. DPPC zeigt nach der Benetzung die typische Multilayer-
Struktur, die sehr ähnlich der in Abbildung 4.7b) gezeigten Strukturen ausse-
hen. Mit DMPC lassen sich auch Multilayer erzeugen, wobei im Unterschied
zum DPPC der oberste Bilayer fast komplett mit wenigen Defekten erscheint.
Bilayer, welche aus Mischungen von DPPC mit POPC, DOPC oder PC her-
gestellt worden sind, weisen nach dem Benetzen mit Wasser oder Puffer den
stärksten Umbau auf. Filme aus reinem POPC, DOPC oder PC, welche nach
der Benetzung stabil waren, konnten nicht hergestellt werden.
Eine RKM-Abbildung einer primären Mischung aus gleichen Masseantei-
len DPPC/PC zeigt die Abbildung 4.8. In der Topographie-Abbildung kann
man einen fast kompletten Bilayer erkennen. Ein wesentlicher Teil der Lipi-
de wurde offensichtlich durch den Benetzungsvorgang entfernt, so dass keine
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Abbildung 4.9: RKM-Abbildung eines Phospholipidfilms aus einer Mischung
bestehend aus DPPC/DOPC in HEPES-Puffer im MAC-Modus. a) Topo-
graphie des Bilayers, b) Phasenkontrast. Der Phasenkontrast zeigt drei Kon-
trastbereiche, welche mit den Höhenabstufungen in der Topographie korre-
spondieren.
Multilayer-Struktur erhalten geblieben ist, die auch für die Phospholipidmi-
schungen an Luft typisch sind.
Zu sehen ist ein Bilayer, der die Trägeroberfläche nur partiell bedeckt, so
dass auch der abgebildete Träger selber sichtbar ist. Die Struktur des Bilayers
ist inhomogen und man erkennt ähnlich wie in Abbildung 4.6 DPPC reiche
Bereiche, die sich im Gel-Zustand befinden.
PC enthält weiterhin eine Anzahl weiterer Phospholipide mit kurzen Fett-
säureketten, welche zum Teil ungesättigt sind. Es ist daher anzunehmen,
dass alle weiteren Phospholipide sich im flüssigen Zustand befinden und die
etwas flacheren Strukturen im Bilayer bilden. Es sind wesentlich mehr Hö-
henstufungen als bei binären Mischungen, wie die im Folgenden betrach-
teten Mischungen aus DPPC/DOPC und DPPC/POPC zeigen, festzustel-
len, was eine Folge der räumlichen Separation der Phospholipide mit un-
terschiedlichen Fettsäuren sein wird. Eine Domänenbildung sollte allgemein
zwischen Phosphatidylcholinen mit unterschiedlichen Fettsäuren unabhängig
einer Gel-Flüssigphasenseparation zu beobachten sein.
Die Interpretation des Auftretens einer separierten Gel- und Flüssigphase,
die mit einer Höhenstufung korreliert, kann durch den Signalphasenkontrast
im dynamischen Modus unterstützt werden. Am Beispiel einer binären Mi-
schung aus DPPC/DOPC ist das in der Abbildung 4.9 gezeigt. Der abgebilde-
te Bilayer wurde durch Solution Spreading und Benetzen mit HEPES-Puffer
bei Raumtemperatur aus einer Mischung aus gleichen Masseanteilen DPPC
und DOPC hergestellt. Zu sehen ist in der Abbildung 4.9a) die im MAC-
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Modus gemessene Topographie eines Ausschnitts der Probe, wobei sich drei
charakteristische Bereiche zeigen. Der dunkelste und damit tiefste Bereich
kann dem Träger zugeordnet werden. Die anderen beiden Höhenstufungen
stellen den verbliebenen Lipidbilayer dar, wobei der erzielte Signalphasen-
kontrast, Abbildung 4.9b), darauf hindeutet, dass es sich um zwei verschieden
verhaltende Materialien handelt. DPPC-reiche Bilayer im Gel-Zustand sind
ein wenig höher als die DOPC-reichen Bilayer im flüssig-kristallinen Zustand.
Gel-Zustand und flüssig-kristalliner Zustand eines Lipidbilayers aus den
verwendeten Bilayern können durch die Höhenunterschiede innerhalb des Bi-
layers und im günstigen Fall durch die Signalphase unterschieden werden.
Der Signalphasenkontrast wird aussagekräftiger, je mehr Interaktion mit der
Probenoberfläche durch die Abbildungsparameter gefordert wird. Eine mög-
lichst Oberflächen schonende Abbildung reduziert den erhaltenen Phasen-
kontrast, wobei eine Interpretation des vorliegenden Phasenzustandes über
die Höhenunterschiede innerhalb der Bilayer möglich bleibt.
Das DPPC übernimmt bei Raumtemperatur eine Stabilisierung von Li-
piden, welche bei dieser Temperatur Bilayer im flüssig-kristallinen Zustand
bilden, auf der Oberfläche des Trägers und ermöglicht auf diese Weise die Her-
stellung von gemischtphasigen Phospholipidfilmen auf festen Trägern durch
Solution Spreading. Diese Filme sind ebenfalls für Untersuchungen mit dem
Raster-Kraft-Mikroskop in Flüssigkeiten geeignet.
4.4 Modell-Lipidlayer hergestellt durch Solu-
tion Spreading
Stabile Lipidfilme, die zudem aus unterschiedlichen Phospholipiden und Li-
pidphasen bestehen können, konnten für Untersuchungen mit dem Raster-
Kraft-Mikroskop in Flüssigkeiten wie Wasser oder Pufferlösungen durch So-
lution Spreading hergestellt werden. Es bietet sich damit an, diese effizient
herzustellenden Filme als Modellsysteme für biologische Membrane für Ras-
ter-Kraft-Mikroskopie-Untersuchungen zu benutzen.
Eine reale biologische Membran ist ein hochkomplexes Gebilde aus vie-
len Komponenten, von dem durch einen Lipid-Bilayer nur ein kleiner Teil
modelliert wird. Aber dieses Modell ist ein Ansatz, der mit dem RKM un-
tersucht werden kann und welcher die Möglichkeit eröffnet, Veränderungen
an der Modellmembran durch aktive Substanzen sichtbar werden zu lassen
und diese Prozesse durch topographische Änderungen während des Verlaufs
zu visualisieren.
Eine Lipidmischung aus DPPC/POPC zu gleichen Masseteilen im Aus-
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Abbildung 4.10: a) Topographieabbildung eines DPPC/POPC in Wasser im
MAC-Modus. Der Lipidfilm wurde durch Solution Spreading hergestellt und
nach dem Benetzen mit Wasser abgebildet. b) Der Linienplot zeigt eine cha-
rakteristische Höhendifferenz für einen phasenseparierten Bilayer. Die tiefe-
ren Abschnitte werden durch POPC reiche Regionen im flüssigen Zustand
gebildet. Die höchsten Abschnitte stellen DPPC reiche Regionen im Gelzu-
stand dar.
gangsmaterial wurde als Modellmembran ausgewählt. Eine Mischung aus die-
sen Lipiden ergibt nach der beschriebenen Behandlung auf Glimmer einen
Bilayer mit einer auftretenden Phasenseparation der Lipide. Die Abbildung
4.10a) zeigt die Topographie einer solchen Oberfläche. Zu sehen ist dort ein
im MAC-Modus abgebildeter Bilayer, der eine Phasenseparation aufweist.
Die Phasenseparation wird hier durch die gemessenen Höhendifferenzen in-
nerhalb des Bilayers sichtbar (Abbildung 4.10b)). Es treten zwei Höhendiffe-
renzen auf, wobei die größte Differenz mit ca. 1,1–1,2 nm deutlich geringer als
ein Schichtabstand eines Bilayers ist und die zweite Differenz nur 0,3–0,4 nm
aufweist.
Aufgrund der Zusammensetzung des Filmes ist davon auszugehen, dass
der höchste abgebildete Teil des Bilayers durch DPPC im Gel-Zustand ge-
bildet wird. Die tiefsten Stellen werden durch einen Bilayer im flüssig-kris-
tallinen Zustand aus POPC gebildet. Die dazwischen liegenden Abschnitte
könnten einen asymmetrischen Bilayer oder eine Mischung aus beiden Lipi-
den darstellen. Eine schematische Darstellung einer Anordnung eines Bilayers
aus einer Mischung von Phosphatidylcholinen in der flüssig-kristallinen und
Gel-Phase zeigt die Abbildung 4.11. Die relativen Flächenanteile dieser ge-
fundenen topographischen Merkmale sind an einzelnen Orten der Probeno-
berfläche variabel.
Die Morphologie der hergestellten Filme ist mindestens über 2 h stabil.
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Abbildung 4.11: Schematische Darstellung der Anodnung einer Lipidmi-
schung in einem Bilayer. Aufgrund der Wechselwirkung zwischen den hy-
drophoben Acylketten der Lipide kommt es zu einer Phasenseparation inner-
halb des Bilayers. DPPC bildet bei Raumtemperatur Bilayer im Gelzustand;
POPC hingegen bildet Bilayer im flüssigen Zustand.
Über diesen Zeitraum hinweg wurden von verschiedenen hergestellten Filmen
Sequenzen von Oberflächenabbildungen hergestellt, welche keine substanzi-
ellen Änderungen ergaben. Der Zeitraum ist begrenzt durch Scannerdrift des
RKM.
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Stabilität des Filmes gegenüber klei-
nen Temperaturschwankungen des Systems, denn durch die weitgehend of-
fene Konstruktion des RKM ist eine leichte Erwärmung oder Abkühlung
der Messkopfes während des Betriebes möglich. Die Übergangstemperatu-
ren der ausgewählten Materialen DPPC und POPC sind weit entfernt von
der Umgebungstemperatur des RKM, welche im Regelfall bei 21–24 ◦C lag.
Auch kleine Temperaturänderungen in diesem Bereich führen noch nicht zu
einer deutlichen Annäherung an die jeweiligen Übergangstemperaturen, so
dass noch keine wesentlichen Morphologieänderungen durch Temperaturef-
fekte zu erwarten sind und auch nicht gefunden wurden, während für reine
DMPC Systeme in diesem Bereich ein Phasenübergang liegt und in diesem
Bereich die Morphologie stark temperaturabhängig ist [45].
Hergestellte DPPC/POPC Bilayer wurden ausgewählt, um bei Raum-
temperatur Experimente mit dem Raster-Kraft-Mikroskop durchzuführen,
bei welchen Topographieveränderungen durch die Wechselwirkung der Bi-
layer mit verschiedenen Substanzen beobachtet werden sollten. Es wurden
Substanzen ausgewählt, die einen Zusammenhang mit den in Kapitel 3 be-
trachteten Objekten und Fragestellungen haben.
Die topografischen Veränderungen an den Modellmembranen infolge der
Wechselwirkungen mit einer Lipidpartikelsuspension (NLC), einem zur Her-
stellung der Partikelsuspensionen verwendeten Tensid (Poloxamer188) und
drei Modellpeptiden (A2P, KLA1, MK5e) wurden gemessen. Die Auswahl
dieser unterschiedlich komplexen Systeme bietet eine Möglichkeit, den Nut-
zen der Methode der Raster-Kraft-Mikroskopie für die jeweiligen Fragestel-
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lungen zu bewerten.
Partikelsuspensionen, wie sie im pharmazeutischen Hintergrund verwen-
det werden, sind eine Mischung aus vielen Komponenten. Deren lipidarti-
ge Partikel bestehen durch den Herstellungsprozess bedingt aus Mischun-
gen verschiedener Glyzeride, Tensiden und gegebenenfalls pharmazeutisch
wirksamer Substanzen. Glyzeride und Tenside können mit Lipidmembra-
nen grundsätzlich interagieren. Von daher wurde die Wechselwirkung des
Glyzerid/Tensid-Systems und die der Tenside allein betrachtet.
Die drei untersuchten Peptide sind Modellpeptide, deren Membranak-
tivität durch andere Methoden gesichert ist [155, 156]. Das Raster-Kraft-
Mikroskop bietet die Möglichkeit, die Veränderung der Membran über die
Veränderung der Topographie zu studieren.
Für die Beobachtung der Wechselwirkung mit den Testsubstanzen wur-
den zunächst Lipidmembrane durch Solution Spreading hergesellt, wie es in
diesem Abschnitt beschrieben ist. Nach der Montage des Glimmerplättchens
im RKM wurde der Lipidfilm darauf mit Wasser benetzt (ca. 500µl) und
anschließend durch eine Abbildung mit dem RKM charakterisiert.
Im Anschluss an die Auswahl einer geeigneten Stelle auf der Oberfläche
und einer Wartezeit (15–30min ), die der thermischen Equilibration des Mi-
kroskops und der Probe dient, werden zunächst einige Scans der Oberfläche
durchgeführt, um sicherzustellen, dass die Topographie des Sytems keinen si-
gnifikanten Änderungen durch den Scan erfährt. Durch den in Flüssigkeiten
sehr gut arbeitenden MAC-Modus [30] und die günstige Wahl der Abbil-
dungsparameter wird dies in der Regel gewährleistet. Eine Oberfläche, ähn-
lich wie sie in Abbildung 4.10 gezeigt ist, stellt damit die Ausgangssituation
des jeweiligen Experiments dar.
Während eines Scans werden zu einem Zeitpunkt (in der Regel unmittel-
bar nach Beginn) die Testsubstanzen in einer wässrigen Lösung hinzugefügt
(jeweils ca. 50µl). Damit kann eine Änderung der Topographie durch den
Wechselwirkungsprozess ab dem Moment des Hinzufügens der Testsubstanz
zeitlich verfolgt werden. Da eine Abbildung mit dem Raster-Kraft-Mikroskop
in Flüssigkeiten einige Minuten dauert, werden die topografischen Verände-
rungen durch Prozesse, welche in einer ähnlichen oder langsameren Skala
verlaufen, in ihrem Fortschreiten sichtbar. Eine einzelne Abbildung zeigt im-
mer Regionen der Modellmembranen, die unterschiedlich lange der Testsub-
stanz ausgesetzt waren. Nach einem Zeitraum kann der Prozess zu einem
Stillstand kommen. In diesem Fall, genauso wie im Fall einer im Vergleich
zur Abbildungszeit sehr schnellen Interaktion, werden wiederholte Scans mit
dem RKM zu ähnlichen Abbildungen führen.
Untersuchungen an Modellmembranen könnten auf diese Weise theore-
tisch über viele Stunden Topographieabbildungen liefern. Scannerdrift und
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das durch die offene Bauweise des RKM langsame Verdampfen des Wassers
begrenzen die Untersuchungszeit auf 2 bis 4 Stunden.
4.5 Wechselwirkung mit Lipidnanopartikeln
In Kapitel 3 wurden Nanopartikel mit dem Raster-Kraft-Mikroskop unter
Umgebungsbedingungen an Luft untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
der Trocknungsprozess die Partikel stark beeinflusst und damit eine Unter-
suchung von ihnen in Flüssigkeiten wünschenswert ist.
Aber auch in Flüssigkeiten bleiben verschiedene bereits dort dargestellte
kritische Aspekte bestehen. Die Suspensionen sind Mischungen verschiedener
Stoffe, die durch eine Tensidhülle stabilisiert werden. Durch den Herstellungs-
prozess entstehen Partikel mit unterschiedlichen Größen. Sollten Wechsel-
wirkungen der Suspensionen mit den Modellmembranen beobachtet werden,
könnten von daher verschiedene Ursachen dafür angenommen werden.
Die Abbildung 4.12 zeigt eine eine Serie von RKM-Abbildungen, welche
bei einem Experiment mit Lipidnanopartikeln, einer Suspension mit Parti-
keln mit einem geringen Anteil bei Raumtemperatur fester lipidartiger Sub-
stanzen (NLC), hergestellt wurden. Bei diesem Experiment mit einer präpa-
rierten DPPC/POPC Modelloberfläche in Wasser wurde eine verdünnte Sus-
pension von Partikeln während eines Scans hinzugfügt und die Veränderung
der Topographie der Modelloberfläche fortlaufend gemessen. Den Ausgangs-
zustand zeigt die Abbildung 4.12a). Während der Abbildung 4.12b) sind 50µl
einer verdünnten Suspension der Partikel dazugegeben worden. Die folgen-
den Abbildungen (4.12c,e,f)) dokumentieren eine intensive Wechselwirkung
mit dem Lipidlayer der Modelloberfläche.
Die fortlaufend gewonnenen Abbildungen zeigen eine starke Modifikation
der Topographie des anfangs beobachteten Bilayers. Der anfänglich vorgefun-
dene phasenseparierte Bilayer wird innerhalb der Zeit, die für die 4 aufein-
anderfolgen Abbildungen benötigt wurde (ca. 50min) vollständig umgebaut.
Offensichtlich wird Material aus der Partikelsuspension in den Bilayer einge-
lagert und damit die Zusammensetzung und infolgedessen die Topographie
des Bilayers verändert.
Das Linienprofil 4.12d) zeigt einen Höhenunterschied von ca. 1–1,4 nm,
der für das Auftreten einer Gel-Flüssigphasenseparation bei Phosphatidyl-
cholinen beobachtet wird [157, 146]. Das fortwährende Verschwinden der An-
teile der Flächen in der Flüssigphase deutet darauf hin, dass Bestandteile der
hinzugefügten Suspension sich in die POPC reiche Flüssigphase des Bilayers
einlagern und auf diese Weise zur beobachteten Änderung der Morphologie
führen. Eine weitere Veränderung der Topographie wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 4.12: Eine Serie von RKM-Abbildungen einer DPPC/POPC Li-
pidmembran, welche einer Lipidpartikelsuspension (NLC) ausgesetzt wird.
a) Topographie des Bilayers im Ausgangszustand; b,c und e) zeigen die Ver-
änderungen der Topographie des Bilayers, welche durch die Interaktion der
Partikelsuspension mit dem Bilayer hervorgerufen werden über einen Zeit-
raum von ca. 45min. f) Nach ca. 90min ist der gesamte Bilayer umgebaut
und der Versuch wurde beendet. Das Linienprofil b) wurde an der Stelle
erzeugt, welche durch einen Balken markiert ist. Die Zugabe der Partikelsus-
pension erfolgte während des Scans für die Abbildung b).
Die erzielten Veränderungen am Modellbilayer können sowohl durch die
lipidähnlichen Bestandteile der Partikel, als auch durch die der Suspension
beigefügten Tenside hervorgerufen werden. Veränderungen an Phospholipid-
bilayern durch Tenside sind beobachtet worden [146]. Daher wurde mit ei-
nem weiteren Lipidbilayer die Wechselwirkung des Tensids Poloxamer 188
mit der Modellmembran untersucht. Die Abbildungen 4.13 a-d) zeigen ein
Experiment, bei dem sukzessive sehr hohe Konzentrationen des Tensids ein-
gesetzt wurden. Sukzessive wurden jeweils 20, 80 bzw. 100µl der 2,8%igen
Lösung des Tensids hinzugefügt. Anders als im vorangegangenen Experiment
mit der Partikelsuspension werden keine signifikanten Veränderungen an der
Lipidmembran beobachtet.
Die eingesetzten Tenside sind wahrscheinlich damit nicht die Ursache der
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Abbildung 4.13: Sequenz von Topographie-Abbildungen mit dem Raster-
Kraft-Mikroskop einer DPPC/POPC Modellmembran, die einer schrittweise
erhöhten Konzentration des Tensids Poloxamer 188 bei Raumtemperatur aus-
gesetzt wird. a) Ausgangssituation; b,c) abgebildete Topographie der Ober-
fläche nach der Gabe einer Menge des Tensids (sukzessive 20 (vor b)), und
80 + 100 µl vor Bild c). Trotz der hohen Konzentration und der Zeit von
über 1 h zwischen der ersten und letzten Abbildung sind keine wesentlichen
Veränderungen an dem Bilayer feststellbar.
in der Abbildung 4.12 gezeigten Änderungen der Topographie des Lipidbi-
layers, womit die lipidartigen Bestandteile der Partikel als Verursacher der
Modifikation in Betracht kommen.
Die beiden Bildsequenzen zeigen, dass Lipidpartikelsuspensionen mit pla-
naren Modellmembranen wechselwirken. Im Vorliegenden Fall ist die Wech-
selwirkung durch die Modifikation der Lipidbilayer in den Abschnitten, wel-
che in der flüssigen Phase vorliegen, sichtbar. Nicht beobachtet wird eine
Anlagerung eines Partikels als einzelnes Gebilde. Vielmehr wird ein kontinu-
ierlicher Prozess beobachtet, der einen steten Umbau der Membran herbei-
führt. Möglicherweise spielen im bobachteten Fall freie lipidartige Bestand-
teile, welche in der Partikelsuspension vorkommen, eine Rolle.
4.6 Wechselwirkung mit Peptiden
4.6.1 Modellpeptide
Peptide kommen in der Natur vor und erfüllen dort eine Reihe von Funktio-
nen im Metabolismus der Lebewesen. Sie sind Verbindungen aus einer kleinen
Anzahl von Aminosäuren, was sie von den Proteinen unterscheidet, welche
ebenfalls aus diesen Säuren bestehen. Bis zu einem Molekulargewicht von
10000 spricht man von Peptiden oder Polypeptiden und darüber von Prote-
inen. Insgesamt 23 verschiedene Aminosäuren wurden in den Proteinen und
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Peptiden der Lebewesen gefunden. [130]
Es gibt Peptide, welche durch ihre Membranakivität eine offensive oder
defensive Rolle als Waffen der Lebewesen dienen. Sie zeigen antimikrobielle
Eigenschaften und können als eine angeborene Immunität betrachtet werden.
Peptide sind damit ein vielversprechender Ansatz für Antibiotika und in der
Krebsbehandlung. [158] Diese Membranaktivität kann über spezifische Re-
zeptorwechselwirkungen passieren oder es kann zu einer weniger spezifischen
Interaktion mit den Lipidmembranen kommen, infolgedessen die Membrane
sich verändern.
Lipidmembrane sind allen Lebewesen gemeinsam, jedoch gibt es deutliche
Unterschiede in der Zusammensetzung dieser Membrane und damit auch in
der Interaktion einzelner Peptide mit diesen. An diesem Punkt setzen die
von den Lebewesen produzierten peptidbasierten Gifte oder antimikrobiellen
Substanzen an.
Es ist möglich Sequenzen von Aminosäuren zu erzeugen, ganz unabhängig
davon, ob diese natürlich vorkommen oder nicht. Da die einzelnen Amino-
säuren unterschiedliche chemische oder physikalische Eigenschaften besitzen,
lassen sich durch die Herstellung unterschiedlicher Sequenzen Peptide mit
verschiedenen strukturellen, chemischen und physikalischen Eigenschaften
herstellen.
Gegenwärtig gibt es ein Interesse, über Modellpeptide ein Verständnis
der Wirkungsweise dieser natürlichen membranaktiven Peptide zu erlangen
und letztendlich daraus neue pharmazeutische Wirkstoffe zu gewinnen. An
solchen Modellpeptide können unterschiedliche Eigenschaften, wie z.B. die
Ladungsverteilung, die räumliche Struktur oder die amphipatischen Eigen-
schaften, hervorgehoben werden. Damit wird eine gezielte Untersuchung der
Wirkungsweise der Peptide möglich.
Eine gezielte Erforschung einzelner herausgestellter Wechselwirkungsei-
genschaften ist wegen der sehr komplexen Struktur der Zellmembranen und
der eher beschränkten exakten Kenntnisse ihrer Eigenschaften an den direk-
ten Zielobjekten, den Zellen, erschwert, weswegen die Untersuchung an Mo-
dellmembranen notwendig wird. Verschiedene verfügbare Modellmembrane
und Untersuchungsmethoden an ihnen werden dafür benutzt [159, 160, 155,
146, 156], u.a. auch die Raster-Kraft-Mikroskopie an planaren Lipidlayern.
4.6.2 Wirkung der Modellpeptide auf Modellmembra-
ne
Drei Modellpeptide, MK5e, KLA1 und A2P [155, 156, 161], wurden bei Ras-
ter-Kraft-Mikroskop-Abbildungen an den Modellmembranen verwendet. Alle
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drei Peptide haben eine durch andere Experimente nachgewiesene Membran-
wechselwirkung an Phosphatidylcholinmembranen, welche Membrane aus
neutralen Lipiden sind. Es wird vermutet, dass bei der Interaktion der Pep-
tide mit ihnen weniger ihre elektrostatischen Wechselwirkungen eine Rolle
spielen als vielmehr räumliche Aspekte ihrer Hydrophobizität [158]. MK5e
und KLA1 sind amphipatische membranaktive Peptide und das Peptid A2P
besitzt weiterhin eine Palmitylkette am N-Terminus, welches eine Veranke-
rung in Lipidbilayer erlaubt. Das vom ApolipoproteinE abgeleitete Peptid
war gedacht als Vektor zur Bindung an Endothelzellen, den Zellen der Blut-
Hirn-Schranke und soll im Zusammenhang mit einem Drug-Delivery System
zur Verbesserung des Arzneistofftransportes in das Zentralnervensystem ge-
nutzt werden [161].
Verschiedene Modelle wurden entwickelt, um die beobachteten Membran-
aktivitäten zu erklären. Abbildungen mit dem Raster-Kraft-Mikroskop sind
dahingehend hilfreich, da mit den vermuteten Wechselwirkungsmechanismen
auch strukturelle Veränderungen in den Lipidlayern einhergehen. Die entwi-
ckelten Modellmembrane bieten günstige Vorraussetzungen für eine Unter-
suchung mit dem RKM, da sie leicht in hoher Qualität herzustellen sind und
eine fortlaufende Abbildung den Prozess der Interaktion visualisieren kann.
Die Experimente mit den Peptiden an den Modellmembranen wurden
ähnlich wie die Experimente mit den Lipidpartikeln oder dem Tensid gestal-
tet. Die Modellpeptide wurden durch Dr. M. Dathe (FMP, Berlin) für die
Abbildungen mit dem Raster-Kraft-Mikroskop zur Verfügung gestellt.
Planare Modellmembrane für die Abbildung mit dem RKM aus einer
anfänglichen Mischung aus gleichen Masseanteilen DPPC und POPC wur-
den durch Solution Spreading auf Glimmer hergestellt. Alle Messungen sind
in Wasser bei Raumtemperatur ausgeführt worden. Die Peptide wurden wäh-
rend eines Scans hinzugfügt, so dass eine optimale zeitliche Verfolgung topo-
graphischer Veränderungen an den Proben ermöglicht wurde.
Sequenzen von Topographieabbildungen der Wechselwirkung aller drei
Peptide sind in den Abbildungen 4.14, 4.15 und 4.16 dargestellt. In allen Se-
quenzen wird zunächst der Ausgangszustand abgebildet. Er zeigt einen pha-
senseparierten Bilayer mit einer DPPC reichen Gelphase und einer POPC
reichen flüssigen Phase, welcher in allen 3 Fällen einander ähnliche Struk-
turen vorweist. In den vorangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass
diese Bilayer über einige Stunden mit dem Raster-Kraft-Mikroskop ohne si-
gnifikante Veränderung der erfassten Morphologie abgebildet werden können.
Jeweils zu einem Zeitpunkt am Beginn der Messung im zweiten Bild wird
eine definierte Menge des jeweiligen Peptids zugeführt. Die Konzentration
des Peptids war stets höher, als bekannte Konzentrationen, wo hämolytische
Effekte an roten Blutkörperchen nachgewiesen wurden [162]. Eine Ausnahme
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Abbildung 4.14: Sequenz von Topographieabbildungen im MAC-Modus, wel-
che eine Wechselwirkung des Peptids A2P mit einem DPPC/POPC Bilayer
in Wasser bei Raumtemperatur darstellen. a) der Bilayer im Ausgangszu-
stand. b-e) Aufeinanderfolgende Abbildung des Bilayers während der Inter-
aktion mit dem Peptid. Die Konzentration des Peptids war 4× 10−6 M. Jede
Abbildung stellt einen Zeitraum von etwa 15min dar. Das Bild f) zeigt die
Topographie des veränderten Bilayers nach etwa 120 min.
hierzu bildet die Abbildung 4.14, bei der in zwei Schritten die Konzentration
des Peptids erhöht wurde. Die nachfolgenden Scans verfolgen den zeitlichen
Verlauf der Veränderungen der Topographie durch die Interaktion des Lipid-
bilayers mit den Peptiden.
In allen drei Fällen zeigt sich eine Interaktion zuerst an den POPC reichen
Abschnitten des Lipidbilayers, welche sich in der flüssigen Phase befinden.
Die sichtbaren Veränderungen der Topographie zeigen, dass es zu einer star-
ken Umordnung des Lipidlayers in diesen Regionen kommt und gleichzeitig
Material aus dem Lipidlayer herausgelöst wird. Von dort aus schreitet der
Prozess in die DPPC reichen Regionen im Gelzustand fort. Es kommt zu
einer sich ausdehnenden Ausfaserung, zu einer Erosion der Randgebiete bis
tief in die Region des Gelzustandes.
Bis zum jeweiligen Abbruch der Messungen wird in allen drei Fällen aus-
gehend vom POPC-reichen flüssigen Anteil des Bilayers der gesamte Bilayer
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Abbildung 4.15: Sequenz von Topographieabbildungen im MAC-Modus, wel-
che eine Wechselwirkung des Peptids KLA1 mit einem DPPC/POPC Bilayer
in Wasser bei Raumtemperatur darstellen. a) der Bilayer im Ausgangszu-
stand. b-e) Aufeinanderfolgende Abbildung des Bilayers während der Inter-
aktion mit dem Peptid. Die Konzentration des Peptids war 1× 10−7 M. Jede
Abbildung stellt einen Zeitraum von etwa 15min dar. Das Bild f) zeigt die
Topographie des veränderten Bilayers nach etwa 120 min.
verändert. Ein Teil der Lipide, möglicherweise jene, welche sich vorher imWe-
sentlichen in den Regionen im Gelzustand befunden haben, verbleiben auf
der Oberfläche. Das Erscheinungsbild für alle 3 Peptide weist Gemeinsamkei-
ten auf und unterscheidet sich stark vom jeweiligen Ausgangszustand der als
Modellmembran gebrauchten Lipidbilayer. Die zum Abschluss vorgefundene
Topographie lässt wegen der starken Umordnung keine sichere Aussage dar-
über zu, in welcher Struktur die verbliebenen Lipide sich angeordnet haben.
Mit dem Peptid A2P wurde ein gleichartiges Experiment mit reinen
DPPC Bilayern ausgeführt. Die Abbildung 4.17 zeigt eine Sequenz von Ras-
ter-Kraft-Mikroskop-Abbildungen eines DPPC Multilayers, welcher einer hö-
hen Konzentration des Petids A2P über mehr als 1 h ausgesetzt war. Die
Konzentration ist wesentlich höher als sie für das Experiment in Abbildung
4.14 verwendet wurde. Dennoch sind bei Raumtemperatur keine deutlich
sichtbaren Veränderungen an dem Multilayer feststellbar.
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Abbildung 4.16: Sequenz von Topographieabbildungen im MAC-Modus, wel-
che eine Wechselwirkung des Peptids MK5e mit einem DPPC/POPC Bilayer
in Wasser bei Raumtemperatur darstellen. a) der Bilayer im Ausgangszu-
stand. b-e) Aufeinanderfolgende Abbildung des Bilayers während der Inter-
aktion mit dem Peptid. Die Konzentration des Peptids war 1× 10−6 M. Jede
Abbildung stellt einen Zeitraum von etwa 15min dar. Das Bild f) zeigt die
Topographie des veränderten Bilayers nach etwa 120 min.
Die Raster-Kraft-Mikroskop-Abbildungen zeigen, dass die Interaktion der
verwendeten Petide, welche zu einer erfassbaren Veränderung der Modellme-
brane führen, in den Regionen des Bilayers im flüssigen Zustand beginnen.
Von den Rändern her werden in Mischsystemen ebenfalls Bereiche im Gelzu-
stand verändert. Reine, sich bei Raumtemperatur im Gelzustand befindliche
DPPC-Bilayer, werden nicht einer mit der verwendeten Methode erfassbaren
Veränderung unterworfen.
Die Messergebnisse geben die Möglichkeit, ein Modell über einige Aspekte
der Wechselwirkungsmechanismen der Modellpeptide mit den Modellmem-
branen abzuleiten.
Zunächst kann festgestellt werden, dass die verwendeten Peptide selektiv
gegenüber dem Phasenzustand und der Zusammensetzung der Modellmem-
bran sind. Modelle für eine Wechselwirkung gleicher oder ähnlicher Peptide
mit Phosphatidylcholinmembranen, welche in der Literatur diskutiert wer-
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Abbildung 4.17: Sequenz von Topographieabbildungen im MAC-Modus, wel-
che eine Wechselwirkung des Peptids A2P mit einem DPPC Bilayer in Wasser
bei Raumtemperatur darstellen. a,b,c) Abbildungen des Bilayers während der
Interaktion mit dem Peptid. Trotz der sukzessive erhöhten Konzentration des
Petids, sind keine Veränderungen am Bilayer sichtbar.
den, gehen davon aus, dass ein Peptid in den hydrophoben Teil eines flüssi-
gen Bilayers eindringen kann und es dort zu einer lokalen Umordnung der
Bilayerstrukturen kommt. Die Abbildung 4.18a) skizziert diesen Vorgang.
An Lipidbilayern aus Phosphatidylcholin (neutrale Lipide) wird dieses da-
durch unterstützt, da die hydrophilen Teile des Peptids nicht stark mit den
Kopfgruppen der Phosphatidylcholine interagieren und dadurch nicht an den
Kopfgruppen lokalisiert werden. Die aus der Interaktion mit den hydropho-
ben Acylketten resultierende Umordnung kann so stark sein, dass es mögli-
cherweise zu einer Herauslösung von Mizellen, bestehend aus Peptiden und
Lipiden, kommen kann. [158, 155, 156, 160, 159]
Die erhaltenen Abbildungen der Raster-Kraft-Mikroskopmessungen zei-
gen
deutlich, dass die Peptide zunächst im Bereich der POPC reichen flüssigen
Anteile der Membran Veränderungen hervorrufen. Zu beobachten ist unmit-
telbar nach der Zugabe der Modellpeptide eine scheinbare Vergrößerung der
Flächen im Gelzustand und danach in der flüssigen Phase beginnend eine
Ausbildung von Löchern. Ein Prozess, wie er in der Abbildung 4.18a) skiz-
ziert ist, kann durch die Beobachtungen gestützt werden. Bei einer Membran
im flüssigen Zustand weisen die einzelnen Lipidmoleküle im Vergleich zu einer
Membran im Gelzustand einen größeren Abstand und eine geringere Wech-
selwirkung untereinander und eine höhere Beweglichkeit auf.
Die kompaktere Anordnung der Lipidmoleküle im Gelzustand verhindert
wahrscheinlich ein Eindringen der Peptide in den hydrophoben Teil einer sich
im Gelzustand befindlichen Membran, wie es in Abbildung 4.18c) skizziert
ist, oder die im Vergleich zu einer Membran im flüssigen Zustand verstärkte
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Abbildung 4.18: Ein Schema für die Interaktion der Modellpeptide mit PC-
Membrane, welches die in den Experimenten erhaltenen Resultate erklären
könnte. a) In Anlehnung an [155] können die Peptide in den PC-Bilayer in
Domänen im flüssigen Zustand (POPC reich) eindringen und die Bilayer-
struktur lokal stark verändern. b) Ausgehend von solchen Stellen kann eine
Wechselwirkung mit den DPPC reichen Regionen im Gelzustand stattfinden.
Kleine Domänen von POPC bilden Stellen, an denen die Lipide weniger stark
untereinander gebunden sind. c) In Gebieten, die ausschließlich aus DPPC
bestehen, bewirken auf der Lipidoberfläche adhärierte Peptide keine starke
Störung der Struktur.
Wechselwirkung der Lipidmoleküle untereinander verhindert eine lokale Um-
ordnung der Modellmembran. Eine solche Annahme würde erklären, weshalb
reine DPPC Membrane bei Raumtemperatur nicht messbar verändert wur-
den.
In POPC Mischsystemen hingegen werden DPPC reiche Regionen im
Gelzustand ebenfalls von den Peptiden angegriffen. Als Ursache könnte an-
genommen werden, dass ein Lipidbilayer im Gelzustand eine Anzahl von
Molekülen aus POPC enthält und diese eine geringere Stabilität Membran
gegenüber den Peptiden verursacht. Weiterhin könnte die Existenz kleiner
Domänen von POPC in den Regionen im Gelzustand eine Rolle spielen. Sol-
che Domänen sind in einer Reihe von Mischsystemen verschiedener Lipide
beobachtet worden [163, 157, 164, 165]. Außerdem wäre denkbar, dass in den
Randbereichen der Phasengrenzen eine spezielle Konformation der Lipide
eine Rolle spielt.
Nach einer Interaktion von benachbarten Lipiden im flüssigen Zustand
muss sich die Lipidmembran in diesen Bereichen neu organisieren. Die hydro-
phoben Acylketten der Lipide in den Grenzbereichen können damit direkt mit
den hydrophoben Teilen der Modellpeptide wechselwirken. Die vorher disku-
tierten Aspekte einer dichteren Packung oder einer verstärkten Interaktion
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untereinander kommen in den Randbereichen der Regionen im Gelzustand
ohnehin weniger stark zum Tragen.
Simulation der Membranveränderungen
Auf der Grundlage der Annahme eines stark vereinfachten Wechselwirkungs-
modells sollen die beobachteten Membranveränderungen mit einem Compu-
termodell untersucht werden. Die Basis des implementierten Modells bildet
ein quadratischer Ausschnitt einer sich im Gelzustand befindlichen Mem-
bran. In der Mitte des betrachteten Ausschnitts befindet sich anfangs ein
Loch, welches durch eine Domäne im füssigen Zustand gebildet wurde.
Eine solche Startsituation entspricht der Beobachtung, dass eine Inter-
aktion mit den Peptiden zunächst in den Bereichen im flüssigen Zustand
stattfindet und es dort offensichtlich durch einen Umbau der Membran zu
einer Bildung von Löchern kommt. Die Interaktion von Peptiden mit Mem-
branlipiden im flüssigen Zustand wird in der Literatur diskutiert und kann
demnach in Abhängigkeit von den Umgebungsbedingungen zu verschiede-
nen lokalen Veränderungen, auch zur Bildung von Löchern, der Membrane
führen.
Bei den durchgeführten Experimenten an den Modellmembranen fällt auf,
dass Membrane im Gelzustand in Lipidmischungen aus DPPC und POPC
von den Randbereichen her ebenfalls angegriffen und verändert wurden. Die
besondere Rolle der Randbereiche für die beobachteten Veränderungen an
den Membranen lässt sich ebenfalls durch Simulationen des Abbaus des Li-
pidlayers erhärten. Die Veränderungen, welche durch die 3 untersuchten Mo-
dellpeptide hervorgerufen wurden, scheinen auf einem gemeinsamen Prinzip
zu basieren. Dieser Schluss wird durch den Vergleich der zeitlichen Entwick-
lung der Membranveränderungen getragen, welche in allen 3 Fällen zunächst
eine Lochbildung in den flüssigen Bereichen der Membran aufweisen. Von dort
ausgehend wird die Membran in einer dendritischen Struktur degradiert. Die
Länge der Dendriten und die Größe der dunklen Bereiche in den Abbildungen
4.14, 4.15 und 4.16, welche vermutlich Regionen ohne Membranlipide zeigen,
variieren zwischen den Peptiden.
Die dendritische Strukturbildung gibt einen Hinweis auf das Wachstums-
modell der Membranveränderungen und damit auf in der Simulation anzu-
nehmende Wechselwirkungsprinzipien:
• Ein Entfernen einer Zahl von Lipiden vom Rand der Domäne im Gelzu-
stand hinterlässt für eine Zeit einen Bereich, der einer Reorganisation
unterworfen ist und in dem Peptide leicht interagieren können.
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• Ein Peptid, welches aus der Flüssigkeit an einen solchen Bereich sich
anlagert, kann alle in der Nachbarschaft befindlichen Lipide entfernen.
• Peptide haften unterschiedlich stark für eine Zeit auf der Oberfläche
einer Domäne im Gelzustand. Sie können ihren Platz tauschen und
weisen damit eine Beweglichkeit auf der Oberfläche auf.
• Peptide, welche sich auf der Oberfläche an einen Randbereich bewegen,
können dort eine Anzahl (ein oder mehrere) von Lipiden entfernen.
Initialisierung: Quadratische Matrix aus Lipiden
entferne Mittelposition inklusive der direkten Nachbarn
iteriere
alle N Schritte Ausgabe eines Zustandes
Zufallszahl: x,y=Position eines neuen Peptids
Zufallszahl: Haftzeit auf der Oberfläche
wenn Zufallszahl > Schwellwert: zufällige Bewe-
gung in beliebige Richtung um 1 Position
über alle Positionen der Matrix
wenn Peptid am Rand eines Lochs: entferne
Lipid(e) und das Peptid von dieser Stelle
Abbildung 4.19: Logischer Ablauf der Simulation der Wechselwirkung der
Peptide mit der Lipidmembran.
In der durchgeführten Simulation wurden die Parameter Beweglichkeit
und Dichte der Peptide auf der Oberfläche verändert. Weiterhin wurde un-
tersucht, ob die gemessenen dendritischen Strukturen einen Hinweis auf cha-
rakteristische Eigenschaften der lokalen Peptidwechselwirkung geben. Ein
schematischer Ablaufplan der Simulation ist in der Abbildung 4.19 dargstellt.
Das Programm wurde in einer Hochsprache implementiert und die verschie-
denen betrachteten Einflüsse sind durch direkte Modifikation des Quelltextes
realisiert worden. Die Abbildung 4.20 zeigt die zeitliche Entwicklung der si-
mulierten Veränderungen um ein Loch herum. Dabei zeigen die Bilder 4.20a-
c) das Wachstum eines Loches für den Fall einer sehr geringen Beweglichkeit
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Abbildung 4.20: Simulation der beobachteten Veränderungen an Lipidmem-
branen in einem vereinfachten Modell. Schwarz steht für Stellen, an welchen
die Interaktion mit Peptiden zum Abbau des Lipidlayers (weiß) geführt hat.
Auf der Oberfläche anhaftende Peptide sind durch graue Punkte dargestellt.
a-c) Charakteristische Sequenz für die Entwicklung eines Loches für den Fall,
dass die Peptide nur eine sehr geringe Beweglichkeit auf der Oberfläche be-
sitzen und den Lipidbilayer vom Rand her angreifen. d-f) Für den Fall einer
angenommenen höheren Beweglichkeit ensteht ein ausgeprägtes dendritisches
Fortschreiten der Degradation des Lipidlayers.
des Peptids auf der Oberfläche. Die Bilder 4.20d-f) stellen den Abbau des
Modellbilayers bei Annahme einer hohen Beweglichkeit der Peptide auf dem
Lipidlayer dar.
Beide Entwicklungen in Abbildung 4.20 entstanden auf der Annahme
der gleichen Wirkungsmechanismen. Unabhängig davon unterscheiden sich
die Formen der Bereiche, welche durch die Wirkung der Peptide im Modell
abgebaut wurden. Der Parameter Zeit ändert in beiden die Fläche des Gebie-
tes, in dem Lipide abgebaut wurden. Die Beweglichkeit hingegen bestimmt
wesentlich die Länge der dendritischen Verästelungen. Eine geringe Beweg-
lichkeit der Peptide im Modell auf der Oberfläche lässt nur kurze Dendriten
wachsen und es entsteht ein Loch mit einem nur auf einer kurzen Distanz zer-
faserten Rand. Eine hohe Beweglichkeit führt zu ausgeprägtem dendritischen
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Fortschreiten des Abbaus der Membran.
Ein Vergleich mit den Messungen zeigt, dass die Situation der Abbildung
4.20a-c) wesentliche Merkmale der zeitlichen Veränderungen der Modellmem-
bran durch das Peptid KLA1 (Abbildung 4.15) widerspiegelt und die Bilder
4.20d-f) wesentliche Merkmale der Membranveränderungen durch das Peptid
MK5e (Abbildung 4.16) zeigen. Die Veränderungen an der Membran durch
das Peptid A2P sehen ähnlich aus wie die durch das Peptid KLA1 hervor-
gerufenen Modifikationen. Jedoch wird offensichtlich weniger Material aus
dem Bilayer entfernt, so dass weniger ausgedehnte Löcher mit dem RKM zu
beobachten sind.
Neben der Beweglichkeit wurde der Einfluss der Dichte der Modellpepti-
de auf den Abbau der Membran im verwendeten Modell untersucht. Es zeigt
sich, dass die Dichte der Peptide auf der Oberfläche die Geschwindigkeit des
Abbaus der Membran verändert. Eine höhere Dichte führt zu einer höhe-
ren Abbaurate der Membran. Die charakteristischen Formen des beobachten
Abbaus werden nicht verändert. Eine vergleichbare Abhängigkeit wurde auch
bei den RKM-Messungen beobachtet. Messungen aus den betreffenden Ver-
suchen sind jedoch nicht dargestellt.
Als dritter Parameter wurde eine unterschiedliche Effizienz in der lo-
kalen Membranwechselwirkung der Peptide betrachtet. Die in den RKM-
Abbildungen verwendeten Peptide besitzen jeweils einen unterschiedlichen
Aufbau und wechselwirken daher sicher verschieden an den Membranen. In
der Simulation wurde dem durch zwei verschiedene Regeln der Wechselwir-
kung der sich an einen Rand bewegenden Peptide Rechnung getragen. In
beiden Fällen erzeugen auf der Oberfläche bewegliche Peptide dendritische
Strukturen, wie die Abbildung 4.21 zeigt. Das linke Bild zeigt eine dendriti-
sche Struktur, welche dadurch entstanden ist, dass jeweils 1 Peptid 1 Lipid
vom Rand entfernen konnte. Diese Abbauregel wurde im rechten rechten
Bild derart verändert, dass 1 Peptid jeweils sämtliche Nachbarlipide entfer-
nen konnte. Neben einer unterschiedlichen Abbaugeschwindigkeit des Mo-
dellbilayers wird auch eine Verbreiterung der dendritischen Kanäle in 4.21b)
sichtbar. Die minimal auftretende Breite eines Kanals entspricht in diesem
Experiment dem Platz, den die durch ein Peptid entfernten Lipide einnah-
men.
Als Schlussfolgerung aus diesem Simulationsexperiment lässt sich aus der
(minimale) Breite beobachteteter Dendriten ein Rückschluss auf die unge-
fähre Distanz der durch eine Peptidwechselwirkung lokalen Veränderungen
schließen, wenn die Randbereiche der verbliebenen Membran sich nicht we-
sentlich neu strukturieren. Die beobachteten kleinsten Dendriten bei MK5e
(Abbildung 4.16) haben eine gemessene Breite von etwa 10 nm. Nimmt man
einen Platzbedarf eines Lipids von ca. 0,65 nm2 an (DMPC, 50 ◦C, [166]), so
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Abbildung 4.21: Simulation der unterschiedlichen lokalen Wirkung zweier
beweglicher Modellpeptide auf einen Modellbilayer. a) Abbauzustand wie er
durch den Abbau jeweils eines Lipids am Rand entsteht. b) Im Unterschied
zum Fall a) konnte das Modellpeptid alle Nachbarlipide abbauen.
liegt Durchmesser einer lokalen Wechselwirkung bei etwa 12 benachbarten
Lipiden.
Die durchgeführten Computersimulationen geben Strukturelemente wie-
der, welche bei der mit dem Raster-Kraft-Mikroskop beobachteten Wechsel-
wirkung der Modellpeptide mit den Membranen entstanden sind. Von daher
ergibt sich die Möglichkeit, über die Annahmen im Computermodell Rück-
schlüsse auf die Wechselwirkung der Modellpeptide mit den Lipidmembranen
im Gelzustand zu ziehen.
Die Modellpeptide können an Lipidmembranen aus Lipidmischungen
(DPPC/POPC) im Gelzustand von den Rändern her stark Wechselwirken
und infolgedessen zu einem Umbau der Membran führen. Der Umbau kann
zu einem Herauslösen von Lipiden aus der Membran führen. Weiterhin kön-
nen die Modellpeptide an die Oberflächen der Lipidmembrane binden. Diese
Bindung ist verschieden stark ausgeprägt und führt je nach Peptid zu ei-
ner unterschiedichen Beweglichkeit auf der Oberfläche der Lipidmembran im
Gelzustand. Der Parameter Beweglichkeit ist entscheidend für das Entstehen
dendritischer Abbauformen des Bilayers.
Das verwendete Computermodell führt die beobachten Membranverände-
rungen auf eine unterschiedliche Beweglichkeit der Peptide auf der Oberflä-
che der sich im Gelzustand befindlichen Membran zurück, ohne jedoch die
Interaktion der Peptide mit den Lipiden in der vollständigen Dynamik zu
erfassen. Das Raster-Kraft-Mikroskop alleine ist nicht in der Lage, die Dy-
namik des Vorgangs vollständig zu erfassen und bedarf für die Fortsetzung
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der Untersuchungen der Ergänzung weiterer Methoden. Die Erkenntnissse
über Peptidwechselwirkungen an Membranen sind durch die Anwendung vie-
ler verschiedener Messmethoden wie Kalorimetrie, NMR, FTIR, RKM und
komplexen Computersimulationen gewonnen worden [167].
In der Ergänzung mit diesen Methoden wird es wahrscheinlich möglich
sein, die hier vorgeschlagene Beweglichkeit der Peptide auf der Lipidmembran
weiter zu qualifizieren. Weiterhin kann die Rolle des POPC in den DPPC
reichen Regionen im Gelzustand im Zusammenhang mit dem beobachteten
unterschiedlichen Abbauverhalten zu reinen DPPC Membranen untersucht
werden.
Kapitel 5
Zusammenfassung
Die Raster-Kraft-Mikroskopie wurde erfolgreich bei der Untersuchung wei-
cher organischer Oberflächen eingesetzt. Sie ist in der Lage, die Topographie
dieser Oberflächen abzubilden und liefert unter geeigneten Bedingungen auch
Informationen über lokale strukturelle Unterschiede, welche sich in dynami-
schen Modi durch einen Phasenkontrast auszeichnen. Der große Vorteil dieser
Methode ist es, unter verschiedenen Umgebungsbedingungen Abbildungen zu
erzielen, ohne dass die Proben stark auf das Verfahren zugeschnitten werden
müssen.
Diese herausragenden Eigenschaften und insbesondere die Möglichkeit der
Abbildung in Flüssigkeiten üben eine Attraktivität für die Applikation dieser
Methode auf Fragestellungen aus der Biologie oder Pharmazie aus, wo die
Untersuchungsobjekte sehr häufig aus organischen Materialien bestehen und
die zum Teil nur unter physiologisch nahen Bedingungen existieren.
In dieser Arbeit wurde ein Raster-Kraft-Mikroskop für die Abbildung
unter Umgebungsbedingungen an Luft und in Flüssigkeiten zusammenge-
stellt. Die Anwendung dynamischer Modi in beiden Umgebungsbedingungen
ermöglichte eine weitgehend schonende Abbildung von weichen organischen
Oberflächen. Eine gezielte Wahl von Abbildungsparametern eröffnete den
Weg für eine Lithographie auf Polymeren und Glyzeriden (Cetylpalmitat).
Mit diesem Raster-Kraft-Mikroskop wurden Objekte mit pharmazeuti-
schen Hintergrund abgebildet. Die direkte Abbildung von Lipidpartikeln und
Zellen erwies sich als möglich, jedoch erforderte die gezielte Untersuchung
spezieller Fragestellungen wegen der Vielfalt der erhaltenen topographischen
Strukturen die Untersuchung geeigneter Modellsysteme.
Planare auf festen Trägern adhärierte Lipidlayer können als Modellmem-
brane für Untersuchungen mit dem Raster-Kraft-Mikroskop benutzt werden.
Für die Applikation der Mikroskopie in Flüssigkeiten wurde das Verfahren
des Solution Spreading adaptiert und die erhaltenen Lipidbilayer hinsichtlich
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ihrer Verwendbarkeit als Modellmembrane charakterisiert. Das Verfahren hat
gezeigt, dass Membrane aus verschiedenen Phosphatidylcholinen hergestellt
werden können, die als Ein- oder Mehrkomponentensystem auch stabil in
Wasser oder Pufferlösungen bei Raumtemperatur abgebildet und für weiter-
gehende Experimente verwendet werden können.
Planare Lipidlayer aus DPPC und POPC bieten als Lipidmischsystem
einen während der Abbildungszeit auf der Oberfläche stabilen phasensepa-
rierten Film aus Lipiden, welcher durch DPPC reiche Domänen im Gel-
Zustand und POPC reiche Domänen im flüssigen Zustand gebildet wird.
Lipidmischungen aus diesen Lipiden wurden für die Experimente als Modell-
system einer Zellmembran ausgewählt.
An diesem Modellsystem wurden Unterschungen mit Lipidnanopartikeln,
einem Tensid und Peptiden ausgeführt und deren Einfluss auf die Topogra-
phie des beobachteten Ausschnitts der Modelloberfläche im zeitlichen Verlauf
ihrer Wechselwirkung mit der Modellmembran untersucht. Mit Hilfe einer Si-
mulation konnten ausgewählte Aspekte der untersuchten Wechselwirkung der
Modellpeptide an Phosphatidylcholinmembranen im Gelzustand nachvollzo-
gen werden.
Die Ergebnisse zeigen, dass über Modellansätze das Potenzial der Ras-
ter-Kraft-Mikroskopie Beiträge zu Fragestellungen aus diesem Themenkreis
liefern kann.
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Symbole und Definitionen
A Amplitude
AFM atomic force microscope
A2P Modellpeptid [161]
b Eindrucktiefe in die Probe
d Auslenkung des Federbalkens
D Abstand Spitze–Probenoberfläche
DMPC Dimyristoylphosphatidylcholin
DNS Desoxyribonukleinsäure
DOPC Dioleoylphosphatidylcholin
DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin
DSP digital signal processor
E Energie, unspezifisch; Elastizitätsmodul
Ekin kinetische Energie
Epot potentielle Energie
f Frequenz
f0 Eigenfrequenz des Federbalkens
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure
i Index, Summierungsindex
KLA1 Modellpeptid [155]
kc Federkonstante des Federbalkens
kp modellbezogene Federkonstante der Probe
Lα flüssig-kristalline Phase
Lβ Gel-Phase
m∗ effektive Masse des Federbalkens
MK5e Modellpeptid [156]
NLC Lipidnanopartikel
PC Phosphatidylcholine aus dem Hühnerei
PID Abk. für Proportional-Integral-Differential-Regler
POPC Palmitoyl-Oleoyl-Phosphatidylcholin
Q Güte des Schwingkreises/des Oszillators
REM Rasterelektronenmikroskop
RKM Raster-Kraft-Mikroskop
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SLN Solid Lipid Nanoparticle
t Zeit
Tm Hauptphasenübergangstemperatur
TM-AFM Tapping mode RKM
WSxM Messprogramm, www.nanotec.es
x Richtungskoordinate, i.a. probenbezogen
y Richtungskoordinate, i.a. probenbezogen
z Richtungskoordinate, i.a. auf Bewegung der
Spitze bezogen
z0 Koordinatenursprung
zc Koordinate des Federbalkens
zp Koordinate der Probenoberfläche
βc Dämpfungskonstante des Federbalkens
βp modellbezogene Dämpfungskonstante der
Probe
φ Phase
ω ω = 2pif
ω0 ω0 = 2pif0, Eigenfrequenz
ωr ωr = 2pifr, Resonanzfrequenz
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